End of Result Set 



□ 



Generate Collection 




L29 : Entry 4 of 4 



File: DWPI 



Aug 24, 1999 



DERWENT - ACC -NO: 1996-107680 
DERWENT- WEEK : 199 941 

COPYRIGHT 2000 DERWENT INFORMATION LTD 



TITLE: Prodn. of fatty acids or derive, from transgenic oilseed plants - 
engineered to express a lipase that contacts lipid (s) only when seeds are milled 

INVENTOR: ALIBERT, G; BOUDET , A ; MOULOUNGUI, Z 



PATENT -ASSIGNEE : 

ASSIGNEE 
INST NAT POLYTECHNIQUE TOULOUSE 



CODE 
NAPON 



PRIORITY-DATA: 
1994FR-0009272 



July 25, 1994 



PATENT- FAMILY: 
PUB -NO 

US 5942659 A 
FR 2722798 Al 
WO 9603511 A2 
AU 9529849 A 
WO 9603511 A3 
EP 770134 Al 



PUB -DATE 
August 24, 1999 
January 26, 1996 
February 8, 19 96 
February 22, 1996 
April 25, 1996 
May 2, 1997 



LANGUAGE 


PAGES 


MAIN- IPC 


N/A 


000 


C12N005/14 


N/A 


032 


C12P007/64 


F 


032 


C12N015/55 


N/A 


000 


C12N015/55 


N/A 


000 


C12P007/64 


F 


000 


C12N015/55 



DESIGNATED -STATES : AU BG CA CN HU JP NZ PL RO RU US AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE 
IT LU MC NL PT SE AT DE ES FR GB IT 

CITED-DOCUMENTS:2 . Jnl .Ref ; EP 427309 / EP 449376 ; WO 9106661 ; WO 9201042 ; WO 
9205249 ; WO 9303161 

AP PL I CAT I ON - DATA : 



PUB 


l-NO 


APPL- 


DATE 


APPL-NO 


APPL-DES 


US 


5942659A 


July 


18, 


1995 


1995WO-FR00957 


N/A 




US 


5942659A 


January 


24, 1997 


. 1997US-0776210 


N/A 




US 


5942659A 


N/A 






WO 9603511 


Based 


on 


FR 


2722798A1 


July 


25, 


1994 


1994FR-0009272 


N/A 




WO 


9603511A2 


July 


18, 


1995 


1995WO-FR00957 


N/A 




AU 


9529849A 


July 


18, 


1995 


1995AU-0029849 


N/A 




AU 


9529849A 


N/A 






WO 9603511 


Based 


on 


WO 


9603511A3 


July 


18, 


1995 


1995WO-FR00957 


N/A 




EP 


770134A1 


July 


18, 


1995 


1995EP-0925897 


N/A 




EP 


770134A1 


July 


18, 


1995 


1995WO-FR00957 


N/A 




EP 


770134A1 


N/A 






WO 9603511 


Based 


on 



INT-CL (IPC): A01H 5/00/ A01H 5/10; C12N 5/14; C12N 15/52; C12N 15/55; C12N 15/82; 
C12P 7/64 



1 of 2 



12/7/00 7:17 PM 



BASIC-ABSTRACT: 



A novel method of producing fatty acids (A), or their derive., from oilseed plants 
comprises: (1) producing transgenic oilseed plants having (a) at least one lipase 
gene (LG) encoding a lipase enzyme and (b) a promoter that allows expression of LG 
either in different (extra) cellular or tissue compartments from those where lipids 
accumulate or only after exogenous induction; (2) harvesting lipid- contg. seeds or 
fruits from these plants and milling them (opt. after treatment with an inducer of 
promoters used in (1) , so that lipids and lipase come into contact; (3) incubating 
the mixt . so that lipids are hydrolysed enzymatically ; and (4) extracting (A) 
produced or converting them to derivs. 

USE - (A) are useful in prodn. of biof uels, lubricants, plant protection agents, 
detergents , etc . 

ADVANTAGE - This method is suitable for large scale operation and uses only mild 
temp, and pressure conditions. It is simple and non-polluti ng (without prodn. of 
a glycerol by product) . It can be carried out close to places where the plants are 
grown. The method requires no exogenous enzyme and by use of inducible promoters, 
premature contact between lipase and lipid is prevented. 

ABSTRACTED- PUB -NO: US 5942659A 
EQUIVALENT -ABSTRACTS : 

A novel method of producing fatty acids (A), or their derivs., from oilseed plants 
comprises: (1) producing transgenic oilseed plants having (a) at least one lipase 
gene (LG) encoding a lipase enzyme and (b) a promoter that allows expression of LG 
either in different (extra) cellular or tissue compartments from those where lipids 
accumulate or only after exogenous induction; (2) harvesting lipid-contg. seeds or 
fruits from these plants and milling them (opt. after treatment with an inducer of 
promoters used in (1) , so that lipids and lipase come into contact; (3) incubating 
the mixt. so that lipids are hydrolysed enzymatically; and (4) extracting (A) 
produced or converting them to derivs. 

USE - (A) are useful in prodn. of biofuels, lubricants, plant protection agents, 
detergents, etc. 

ADVANTAGE - This method is suitable for large scale operation and uses only mild 
temp, and pressure conditions. It is simple and non-polluti ng (without prodn. of 
a glycerol by product) . It can be carried out close to places where the plants are 
grown. The method requires no exogenous enzyme and by use of inducible promoters, 
premature contact between lipase and lipid is prevented. 

CHOSEN-DRAWING : Dwg . 0/1 

DERWENT- CLASS: C06 D16 D23 E17 H06 H07 P13 

CPI-CODES: C04-A0800E; C04-A10; C04-B01C1; D05-H16B; D10-B01; D10-B02; E10-C04K; 
H06-B; H07-A; 
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(§) PROCEDE DE PRODUCTION D'ACIDES GRAS OU DERIVES A PARHR DE PLANTES OLEAGINEUSES. 




\7) L invention concerns un precede de production d'aci- 
gras ou de derives d'acides gras a partir de plantes 
oleagineuses. Ce procede est caracterise en ce qu'on pro- 
duit des plantes oleagineuses transgeniques possedant, 
d'une part, au rnoins un gene codant pour una enzyme li- 
pase, dit gene de lipase, aautre part, associe a ce gene de 
lipase, un promoteur permettant une expression dudit gene 
soit dans des compartiments differents des compartiments 
d'accumulation des lipides, soit sur induction exogene, on 
recueille les graines ou fruits contenant les lipides des 
plantes, on les broie le cas echeant apres traitement indue - 
teurde facon a mettre en contact lipides et lipase, on laisse 
incuber I'ensemble pour engendrer une hydrolyse enzyma- 
tique des lipides et on extra it les acides gras ou derives. 
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PROCEDE DE PRODUCTION D'ACIDES GRAS OU DERIVES 
A PART I R DE PLANTES OLEAGI NEUS ES 

L f invention concerne un procede de 
5 production d'acides gras ou derives d'acides gras ( sters 
ou autres derives) a partir de plantes oleagineuses. Le 
procede de 1* invention s' applique en particulier a des 
plantes oleoproteagineuses telles que colza, tournesol, 
soja, crambe... L 1 invention peut notamment etre utilisee 

1 0 pour f abriquer des bio-carburants (diester ) , lubrif iants, 
adjuvants phytosanitaires, detergents... par transformation 
des acides gras produits. 

On a tente depuis 1970 de substituer aux 
produits derives du petrole (notamment carburants) des 

15 produits obtenus a partir de matiere vegetale afin de 
reduire la dependance vis-a-vis des pays producteurs de 
petrole et d'elargir les debouches des produits agri coles. 
La filiere utilisant les plantes oleagineuses comme matiere 
premiere passe par la production d'acides gras libres qui 

20 constituent la matiere premiere pour les industries de 
transformation vers les carburants, lubrif iants. . . Les 
lipides accumules par les plantes oleagineuses peuvent etre 
trans formes en acide gras par hydrolyse : deux procedes 
sont actuellement exploites industriellement pour operer 

25 cette transformation. 

Un premier procede consiste a hydrolyser 
les lipides apres extraction en mettant en contact a chaud 
et sous pression les lipides extraits avec du methanol 
sulfur ique ou de la potasse methanolique. Un autre procede 

30 consiste a operer 1' hydrolyse dans des conditions 
similaires directement sur le broyat de graines sans 
extraction prealable. On pourra par exemple se reporter a 
la reference suivante pour plus de details sur ces procedes 
qui sont les seuls exploites dans 1* Industrie pour 

35 hydrolyser les huiles vegetales : K.J. Harrington et 
C. d ' Arcy-Evans, Ind. Eng. Chem. Prod. Res. Dev. 1985, 24, 
314-318. Les defauts bien connus de ces procedes sont les 
suivants : cout de mise en oeuvre eleve, infrastructure 
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industrielle lourde, caractere polluant des effluents, 
production de glycerol comme sous-produit sans marche 
actuellement . Ces procedes sont mis en oeuvre faut de 
techniques de remplacement . 
5 Par ailleurs, des experimentations ont 'te 

conduites en laboratoire pour realiser I'hydrolyse des 
lipides par voie enzymatique en melangeant une lipase avec 
les lipides extraits des graines (G.P. McNeill et al., 
JAOCS, Vol. 68 n° 1 janvier 1991, p. 1-5 ; S.M. Kim et J.S. 

10 Rhee, JAOCS Vol. 68 n° 7 juillet 1991, p. 499-503 ; C. 
Gancet, in Heterogeneous Catalysis And Fine Chemicals II 
1991, Guisnet Editors, p. 93-104). Toutefois, ces essais 
sont restes au stade du laboratoire car la technique est 
incompatible avec une exploitation industrielle en raison 

15 des quant ites d' enzyme necessaires et du cout de celle-ci. 

La presente invention se propose de fournir 
une nouvelle solution au probleme de la production d'acide 
gras a partir de plantes oleagineuses. Elle vise a fournir 
une solution dont les couts de mise en oeuvre sont 

20 considerablement abaisses par rapport aux procedes connus 
(aussi bien procedes chimiques industriels que procede 
enzymatique de laboratoire). 

Un objectif de 1' invention est ainsi de 
fournir un procede exploitable sur le plan industriel dans 

25 des conditions douces de temperature et de press ion, qui 
beneficie d'une mise en oeuvre simple et non polluante, 
utilise une infrastructure legere et ne conduit a aucun 

sous-produit genant. 

Un autre objectif, lie au precedent, est de 
30 permettre de multiplier les installations de production 
d'acides gras en vue de les rapprocher des lieux de culture 
des plantes oleagineuses et de realiser ainsi des economies 
de transport de la matiere premiere. 

A cet effet, le procede conforme a 
35 1' invention pour la production d'acides gras ou derives 
d'acides gras a partir de plantes oleagineuses se 

caracterise en ce que : 

- on produit des plantes oleagineus s 
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transgeniques possedant, d'une part, au mo ins un g*n 
codant pour une enzyme lipase, dit gene de lipase, d'autr 
part, associe a ce gene de lipase, un promoteur permettant 
une expression dudit gene soit dans des compartiments 
5 cellulaires, extracellulaires ou tissulaires differents d 
ceux ou s'accumulent les lipides de la plante, soit sur 
induction exogene , 

- on recueille les graines ou fruits 
contenant les lipides desdites plantes, 

10 - on broie lesdites graines ou fruits, le 

cas echeant apres traitement inducteur, de fagon a mettre 

* 

en contact les lipides et la lipase contenue dans lesdites 
graines ou fruits, 

- on laisse incuber 1' ensemble pour 
15 engendrer une hydrolyse enzyrnatique des lipides du broyat 

sous l'action catalytique de la lipase contenue dans ledit 
broyat, 

- on extrait les acides gras issus de 
1* hydrolyse ou on les transforme pour obtenir les derives 

20 d f acides gras recherches. 

Ainsi le procede de l 1 invention est un 
procede d* hydrolyse enzymatique qui beneficie des avantages 
de ce type de procede (conditions douces de mise en oeuvre, 
absence de pollution, installations legeres et peu 

25 couteuses, absence de sous-produits genants). Dans ce 
procede, on amene la plante a produire elle-meme l 1 enzyme 
necessaire a la transformation ulterieure des lipides, en 
evitant que cette enzyme ne vienne prematurement au contact 
des lipides de fagon a ecarter tout risque d'auto- 

30 degradation de la plante avant la recolte. L' hydrolyse est 
ensuite obtenue sans addition d f enzyme exogene en operant 
la mise en contact des lipides et des enzymes produits par 
la plante. Un tel procede presente un cout global de raise 
en oeuvre particulierement reduit. Les installations de 

35 broyage et d' incubation sont legeres et courantes dans le 
milieu agricole, de sorte que ces operations peuvent etre 
executees sur les sites de recolte des plantes. 

La production des plantes transgeniques st 
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obtenue en realisant initialement la transformation 
genetique d'une plante oleagineuse naturelle, en amenant la 
plante genetiquement transformee a se multiplier par la 
voie sexuee pour la production de sentences transgeniques et 
5 en utilisant ensuite ces semences pour 1'obtention de 
plantes transgeniques descendantes . 

La transformation genetique initiale 
consiste, selon un processus actuellement bien connu, a 
realiser une cassette d 1 expression comprenant le gene de 
10 lipase et le promoteur d' expression de ce gene et a 
introduire cette cassette d' expression dans le genome de la 
plante . 

Une des caracteristiques essentielles du 
procede de 1' invention est que le promoteur associe au gene 

15 de lipase est adapte pour eviter une mise en contact 
prematuree de 1' enzyme et des lipides ; ce promoteur peut 
etre de plusieurs types : il peut soit (1) diriger 
1' expression du gene dans des compartiments differents de 
ceux ou s'accumulent les lipides, soit (2) initier 

20 1' expression du gene au moment opportun par induction 
exogene . 

Dans le premier cas, deux types de 
cassettes d f expression peuvent etre utilises : 

(IA) soit une cassette d v expression 
25 comprenant un gene de lipase et un promoteur controlant 

1* expression de ce gene dans un compartiment cellulaire ou 
tissulaire different du compartiment d* accumulation des 
lipides, 

(IB) soit une cassette d 1 expression 
30 comprenant un promoteur constitutif et un gene de lipase 

muni d ' une sequence d 1 adressage vers des compartiments 
cellulaires ou extracellulaires differents de ceux ou 
s'accumulent les lipides. 

Dans le second cas (2), le promoteur 
35 utilise dans la cassette d 1 expression est du type 
controlable de fagon exogene par des signaux physiques, 
chimiques ou biochimiques, en particulier promoteur de 
stress commandant 1' expression sur application d'un 
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traumatisme physique sur les graines ou fruits. 

Par exemple pour produir des acides gras a 
partir de plantes oleoproteagineuses, on peut utiliser le 
mode de mise en oeuvre 1A ci~dessus evoque : 
5 - la transformation genetique de la plante 

est effectuee en realisant une cassette d' expression 
comprenant un gene de lipase et un promoteur controlant 
1' expression d'une proteine determinee de la graine, et en 
introduisant cette cassette d* expression dans le genome de 
10 la plante de fagon a faire exprimer la lipase dans les 
compartiments de la graine ou s 1 accumulent la proteine 
preci tee, 

- la mise en contact des lipides et de la 
lipase est effectuee par simple broyage. 

15 Pour le colza, le promoteur de la proteine 

utilise est avantageusement le promoteur de la napine qui 
permet une accumulation massive de lipase dans les corps 
proteiques de la graine, separes des globules lipidiques. 

Le mode de mise en oeuvre 1B ci-dessus peut 

20 etre utilise quel que soit le type de plante oleagineuse, 
par exemple en choisissant le promoteur constitutif 35S du 
CaMV (Virus de la mosaique du chou-fleur) et la sequence 
d'adressage PR-S du tabac afin de diriger 1' excretion des 
lipases produites vers les compartiments extracellulaires . 

25 La mise en contact des lipides et des lipases est egalement 
effectuee dans ce cas par simple broyage. 



traitement inducteur qui provoque la synthese des lipases 
peut etre dans ce cas une action de decor ti cage des 
graines, realisee avant le broyage. 
35 De preference, quel que soit le mode de 

mise en oeuvre choisi, on utilise un gene codant pour une 
lipase non specif ique, c'est-a-dire caracterisee par une 
activite hydrolytique non specif ique, afin d'obt nir une 
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Le mode de mise en oeuvre (2) ci-dessus £1 



peut etre utilise quel que soit le type de plante 
oleagineuse, par exemple en choisissant le promoteur 
30 inhibiteur de protease isole de la pomme de terre, qui 



commande 1* expression des genes en cas de blessures. Le ilj 
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hydrolyse totale des lipides accumules par la plante et 
d'eviter les reactions parasites de saponification. Il est 
toutefois possible, pour certaines utilisations des acides 
gras, de faire produire a la plante des lipases a activite 
hydrolytique specifique afin de favoriser un type donne 
d* hydrolyse (par exemple : monoacylglycerollipase du 
Penicyllium camembertii realisant uniquement l 1 hydrolyse 
d'une des trois liaisons du glycerol avec les acides gras, 
en vue de la fabrication de diacylglycerols ) . 

On peut en particulier utiliser des genes 
de lipase non specifique, caracterise par les sequences 
suivantes ou par des sequences analogues aux sequences 
suivantes (les f leches delimitent la partie codante) : 
SEQUENCE I 



1 


GATGACAAC T 


TGGTTGGTGG 


CATGACTTTG 


GACTTACCCA 


GCGATGCTCC 


51 


TCCTATCAGC 


CTCTCTAGCT 


CTACCAACAG 


CGCCTCTGAT 


GGTGGTAAGG 


101 


T TGTTGCTGC 


TACTACTGCT 


CAGATCCAAG 


AGTTCACCAA 


GTATGCTGGT 


151 


A TCGCTGCCA 


CTGCCTACTG 


TCGTTCTGTT 


GTCCCTGGTA 


ACAAGTGGGA 


201 


TTGTGTCCAA 


TGTCAAAAGT 


GGGTTCCTGA 


TGGCAAGATC 


ATCACTACCT 


251 


TTACCTCCTT 


GCTTTCCGAT 


ACAAATGGTT 


ACGTCTTGAG 


AAGTGATAAA 


301 


CAAAAGACCA 


TTTATCTTGT 


TTTCCGTGGT 


ACCAACTCCT 


TCAGAAGTGC 


351 


CATCACTGAT 


ATCGTCTTCA 


ACTTTTCTGA 


CTACAAGCCT 


GTCAAGGGCG 


401 


CCAAAGT TCA 


TGCTGGTTTC 


CTTTCCTCTT 


ATGAGCAAGT 


TGTCAATGAC 


451 


TATTTCCCTG 


TCGTCCAAGA 


ACAATTGACC 


GCCCACCCTA 


CTTATAAGGT 


501 


CATCGTTACC 


GGTCACTCAC 


TCGGTGGTGC 


ACAAGCTTTG 


CTTGCCGGTA 


551 


TGGATCTCTA 


CCAACGTGAA 


CCAAGATTGT 


CTCCCAAGAA 


TTTGAGCATC 


601 


TTCACTGTCG 


GTGGTCCTCG 


TGTTGGTAAC 


CCCACCTTTG 


CTTACTATGT 


651 


TGAATCCACC 


GGTATCCCTT 


TCCAACGTAC 


CGTTCACAAG 


AGAGATATCG 


701 


TTCCTCACGT 


TCCTCCTCAA 


TCCTTCGGAT 


TCCTTCATCC 


CGGTGTTGAA 


751 


TCTTGGATGA 


AGTCTGGTAC 


TTCCAACGTT 


CAAATCTGTA 


CTTCTGAAAT 


801 


TGAAACCAAG 


GAT TGCAGTA 


AC TCTATCGT 


TCCTTTCACC 


TCTATCCTTG 


851 


ACCACTTGAG 


TTACTTTGAT 


ATCAACGAAG 


GAAGCTGTTT 


? 

GTAAAACACT 


901 


TGACGTGT T A 


CTCTAATTTT 


AT AATAAAAT 


TAAGTTTTTA 


TACAAT 
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SEQUENCE II 

I G7CGACCATT 7CAGCCTG" 7 T GCTCGCAA AACGACGCCG CGGGCGTGCG 

51 CT^CCGCACA CTCCGTCGCT GGGCGTTGTG CGGGGAAGAT TCAAACGAGC 

5 101 GTTTCGCGCC GTAACAACCC GCTCTCTTCC GCTCTGCCAC GCAGGTTATG 

15L ACCGGCCGCC AGGAAGCCGC GGATTTCCTG GCC TGGAGGA AAAAAGCCGA 

201 AGCTGGCACG GTTCCTGGCG CAAGGGACAG CGAAGCGGTT CTCCCGGAAG 

25 1 GATTCGGGCG ATGGCTGGCA GGACGCGCCC CTCGGCCCCA TCAACCTGAG 

301 ATGAGAACAA JLtGAAGAAG AAGTCTCTGC TCCCCCTCGG CCTGGCCATC 

10 351 GGTCTCGCCT CTCTCGCTGC CAGCCCTCTG ATCCAGGCCA GCACCTACAC 

401 CCAGACCAAA TACCCCATCG TGCTGGCCCA CGGCATGCTC GGCTTCGACA 

451 ACATCCTCGG GGTCGACTAC TGGTTCGGCA TTCCCAGCGC CTTGCGCCGT 

501 GACGGTGCCC AGGTCTACGT CACCGAAGTC AGCCAGTTGG ACACCTCGGA 

551 AGTCCGCGGC GAGCAGTTGC TGCAACAGGT GGAGGAAATC GTCGCCCTCA 

15 601 GCGGCCAGCC CAAGGTCAAC CTGATCGGCC ACAGCCACGG CGGGCCGACC 

651 ATCCGCTACG TCGCCGCCGT ACGTCCCGAC CTGATCGCTT CCGCCACCAG 

701 CGTCGGCGCC CCGCACAAGG GTTCGGACAC CGCCGACTTC CTGCGCCAGA 

751 TCCCACCGGG TTCGGCCGGC GAGGCAGTCC TCTCCGGGCT GGTCAACAGC 

801 CTCGGCGCGC TGATCAGCTT CCTTTCCAGC GGCAGCACCG GTACGCAGAA 

2 0 851 TTCACTGGGC TCGCTGGAGT CGCTGAACAG CGAGGGTGCC GCGCGCTTCA 

901 ACGCCAAGTA CCCGCAGGGC ATCCCCACCT CGGCCTGCGG CGAAGGCGCC 

951 TACAAGGTCA ACGGCGTGAG CTATTACTCC TGGAGCGGTT CCTCGCCGCT 

1001 GACCAACTTC CTCGATCCGA GCGACGCCTT CCTCGGCGCC TCGTCGCTGA 

1051 CCTTCAAGAA CGGCACCGCC AACGACGGCC TGGTCGGCAC CTGCAGTTCG 

2 5 1101 CACCTGGGCA TGGTGATCCG CGACAACTAC CGGATGAACC ACCTGGACGA 

1151 GGTGAACCAG GTCTTCGGCC TCACCAGCCT GTTCGAGACC AGCCCGGTCA 

1201 GCGTCTACCG CCAGCACGCC AACCGCCTGA AGAACGCCAG CCTGTA(J 
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SEQUENCE III 



1 GGGTGCATGC CAGCTCCCAC CGGACACCTG GCCCGTCGCT GAAAC3TGTT 

51 TTCGCTTTCT CTACAAATCC AAC AAC AGAG AGGCAOTACC ^ATGGGTATCT 

5 101 TTGACTATAA AAACC TTGGC ACCGAGGGTT CCAAAACGTT GTTCGCCGAT 

151 GCCA TGGCGA TCACGTTGTA TTCCTATCAC AACCTGGATA ACGGCTTTGC 

201 CGTGGGCT AC CAGCACAACG GGT TGGGCTT GGGGCT ACCG GCCACGCTGG 

251 TCGGTGCGCT GCTCGGC AGC ACGGAT TCCC AGGGCGTGAT CCCTGGCATC 

301 CCGTGGAACC CGGATTCAGA AAAAGCCGCC CTTGAGGCGG TGCAGAAAGC 

10 351 CGGTTGGACA CCGATCAGCG CCAGTGCCCT GGGCTACGCC GGCAAGGTCG 

401 ATGCACGTGG CACCTTCTTT GGGGAAAAAG CCGGCTACAC CACGGCCCAG 

451 GTCGAGGTAC TCGGCAAATA CGATGACGCC GGCAAGCTGC TCGAAATCGG 

501 CATCGGTTTT CGTGGCACTT CGGGGCCACG GGAAACCTTG ATCAGCGACT 

551 CGATCGGCGA CTTGATCAGC GATCTGCTCG CGGCCCTGGG GCCCAAGGAT 

15 601 TACGCGAAAA ACTACGCCGG CGAAGCCTTC GGCGGCTTGC TCAAGAATGT 

651 TGCCGACTAC GCCGGTGCCC ATGGCCTGAC CGGCAAGGAC GTGGTGGTCA 

701 GCGGCCACAG CCTGGGCGGG CTGGCGGTCA ACAGCATGGC GGACTTGAGC 

751 AACTACAAAT GGGCGGGGTT CTACAAGGAC GCCAACTATG TTGCCTATGC 

801 CTCGCCGACC CAGAGTGCCG GCGACAAGGT GCTCAATATC GGTTACGAAA 

20 851 ACGACCCGGT GTTCCGCGCG CTGGACGGCT CGTCGTTTAA CCTGTCGTCG 

901 CTGGGCGTGC ACGACAAACC CCACGAGTCC ACCACCGATA ACATCGTCAG 

951 CTTCAACGAC CACTACGCCT CGACGCTGTG GAATGTGCTG CCGTTTTCCA 

1001 TCGTCAACCT GCCCACCTGG GTCTCGCATT TGCCGACGGC GTACGGCGAT 

1051 GGCATGACGC GCATCCTCGA GTCCGGCTTC TACGACCAGA TGACCCGTGA 

1101 CTCCACGGTG ATTGTTGCCA ACCTGTCCGA TCCGGCGCGG GCCAACACCT 

1151 GGGTGCAGGA CCTCAACCGC AATGCCGAGC CCCACAAGGG CAACACGTTC 

1201 ATCATCGGCA GCGACGGCAA CGACCTGATC CAGGGCGGCA ACGGTGCGGA 

1251 CTTTATCGAG GGTGGCAAAG GCAACGACAC GATCCGCGAC AACAGCGGGC 

1301 ACAACACCTT TTTGTTCAGC GGCCACTTTG GCAATGATCG CGTGATTGGC 
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L351 TACCAGCCCA CCGACAAACT GGTGTTCAAG GACGTGCAAG GAAGCACCGA 

1401 CCTGCG7GAC CACGCGAAGG TGGTCGGCGC CGATACGGTG CTT ACGTTTG 

1451 GGGCCGACTC GGTGACGCTG GTCGGCGTGG GGCATGGCGG GCTGTGGACG 

1501 GAGGGCGTGG TGATCGGCTG A^TTACTCACG CAACCGATCA GTGCCAGTGC 

1551 TGCCCCCGCC AGCCACCGCC CCAATTGGGC CGGTGGGGGT AGCCATAGCC 

SEQUENCE IV 



1 


GGGCGATGGC 


TGGCAGGACG 


CGCCCCTCGG 


CCCCATCAAC 


CTGAGATGAG 


51 


AACAACATGA 


AGAAGAAGTC 


TCTGCTCCCC 


CTCGGCCTGG 


CCATCGGCCT 


101 


CGCCTCTCTC 


GCTGCCAGCC 


CTC TGATCCA 


T 

GGCCAGCACC 


TACACCCAGA 


151 


CCAAATACCC 


CATCGTGCTG 


GCCCACGGCA 


TGCTCGGCTT 


CGACAATATC 


201 


CTCGGGGTCG 


AC TACTGGTT 


CGGCATTCCC 


AGCGCCTTGC 


GCCGTGACGG 


251 


TGCCCAGGTC 


TACGTC ACCG 


AAGTCAGCCA 


GTTGGACACC 


TCGGAAGTCC 


301 


GCGGCGAGCA 


GTTGCTGCAA 


CAGGTGGAGG 


AAATCGTCGC 


CCTCAGCGGC 


351 


CAGCCCAAGG 


TCAACCTGAT 


CGGCCACAGC 


CACGGCGGGC 


CGACCATCCG 


401 


CTACGTCGCC 


GCCGTACGTC 


CCGACCTGAT 


GCCTTCCGCC 


ACCAGCGTCG 


451 


GCGCCCCGCA 


CAAGGGTTCG 


GACACCGCCG 


ACTTCCTGCG 


CCAGATCCCA 


501 


CCGGGTTCGG 


CCGGCGAGGC 


AGTCCTCTCC 


GGGCTGGTCA 


ACAGCCTCGG 


551 


CGCGCTGATC 


AGCTTCCTTT 


CCAGCGGCAG 


CGCCGGTACG 


CAGAATTCAC 


601 


TGGGCTCGCT 


GGAGTCGCTG 


AACAGCGAGG 


GGGCCGCGCG 


CTTCAACGCC 


651 


AAGTACCCGC 


* 

AGGGCATCCC 


CACCTCGGCC 


TGCGGCGAAG 


GCGCCTACAA 


701 


GGTCAACGGC 


GTGAGCTATT 


ACTCCTGGAG 


CGGTTCCTCG 


CCGCTGACCA 


751 


ACTTCCTCGA 


TCCGAGCGAC 


GCCTTCCTCG 


GCGCCTCGTC 


GCTGACCTTC 


8or~ 


~H"AGAACGGCA~CCGCCAACGA 


CGGCCTGGTC 


GGCACCTGCA 


GTtCGCACCT 


851 


GGGCATGGTG 


ATCCGCGACA 


ACTACCGGAT 


GAACCACCTG 


GACGAGGTGA 


901 


ACCAGGTCTT 


CGGCCTCACC 


AGCCTGTTCG 


AGACCAGCCC 


GGTCAGCGTC 


951 


TACCGCCAGC 


ACGCCAACCG 


CCTGAAGAAC 


gccagcctgT 


AGGACCCCGG 


1001 


CCGGGGCCTC 


GGCCCCGGCC 


CTTTCCCGGA 


AGCCCCCTCG 


CGTGAAGAAA 


1051 


ATCCTCCTGC 


TGATTCCACT 


GGCGTTCGCC 


GCCAGCCTGG 


CCTGGTTCGT 
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SEQUENCE V 



•CAGGCCCCCA CGGCCGTTCT TAA7GGCAAC GAGGTCATCT CTGGTGTCCT 



TGGGGGCAAG GTTGATACCT TTAAGGGAAT TCCATTTGCT GACCCTCCTG 

5 101 TJGGTGACTT GCGGTTCAAG CACCCCCAGC CTTTCACTGG ATCCTACCAG 

151 GGTCTT AAGG CCAACGACTT CAGCTCTGCT TGTATGCAGC TTGATCCTGG 

201 CAATGCCATT TCTTGGCTTG ACAAAGTCGT GGGCTTGGGA AAGATTCTTC 

251 CTGAT AACCT TAGAGGCCCT CTTTATGACA TGGCCCAGGG TAGTGTCTCC 

301 ATGAATGAGG ACTGTCTCTA CCTTAACGTT TTCCGCCCTG CTGGCACCAA 

10 351 GCCTGATGCT AAGCTCCCCG TCATGGTTTG GATTTACGGT GGTGCCTTTG 

401 TGTTTGGTTC TTCTGCTTCT TACCCTGGTA ACGGCTACGT CAAGGAGAGT 

ft 

451 GTGGAAATGG GCCAGCCTGT TGTGTTTGTT TCCATCAACT ACCGTACCGG 

501 CCCCTATGGA TTCCTGGGTG GTGATGCCAT CACCGCTGAG GGTAACACCA 

551 ACGCTGGTCT GCACGACCAG CGCAAGGGTC TCGAGTGGGT TAGCGACAAC 

15 601 ATTGCCAACT TTGGTGGTGA TCCCGACAAG GTCATGATTT TCGGTGAGTC 

651 CGCTGGTGCC ATGAGTGTTG CTCACCAGCT TGTTGCCTAC GGTGGTGACA 

701 ACACCTACAA CGGAAAGAAG CTTTTCCACT CTGCCATTCT TCAGTCTGGC 

751 GGTCCTCTTC CTTACTTTGA CTCTACTTCT GTTGGTCCCG AGAGTGCCTA 

801 CAGCAGATTT GCTCAGTATG CCGGATGTGA TGCCAGCGCC AGTGACAATG 

2 0 851 AAACTCTGGC TTGTCTCCGC AGCAAGTCCA GCGATGTCTT GCACAGTGCC 

901 CAGAACTCGT ACGATCTCAA GGACCTGTTT GGCCTGCTCC CTCAATTCCT 

951 TGGATTTGGT CCCAGACCCG ACGGCAACAT TATTCCCGAT GCCGCTTATG 

1001 AGCTCTACCG CAGCGGTAGA TACGCCAAGG TTCCCTACAT TACTGGTAAC 

1051 CAGGAGGATG AGGGTACTAT TCTTGCCCCC GTTGCTATTA ATGCTACCAC 

1101 GACTCCCCAT GTTAAGAAGT GGTTGAAGTA CATTTGTAGC GAGGCTTCTG 

1151 ACGCTTCGCT TGATCGTGTT TTGTCGCTCT ACCCCGGCTC TTGGTCGGAG 

1201 GGTGCGCCAT TCCGCACTGG TATTCTTAAT GCTCTGACCC CTCAGTTCAA 

1251 GCGCATTGCT GCCATTTTCA CTGATTTGCT GTTCCAGTCT CCTCGTCGTG 

1301 TTATGCTTAA CGCTACCAAG GACGTCAACC GCTGGACTTA CCTTGCCACC - 
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1351 


CAGCTCCATA 


ACCTCGTTCC 


ATTTTTGGGT 


ACTTTCCATG 


GTAGTGATCT 


1401 


TCTTTTCCAA 


TACT ACGTGG 


ACCTTGGCCC 


ATCTTCTGCT 


TACCGCCGCT 


1451 


ACTTT ATCTC 


GTTTGCCAAC 


CACCACGACC 


CCAACGTTGG 


CACCAACCTG 


1501 


AAACAGTGGG 


ATATGTACAC 


TGATGCAGGC 


AAGGAGATGC 


TTCAGATTCA 


1551 


TATGGTTGGT 


AACTCTATGA 


GAACTGACGA 


CTTTAGAATC 


GAGGGAATCT 




CGAACTTTGA 


GTCTGACGTT 


ACTCTCTTCG 


GTTAA 




SEQUENCE VI 










1 


ATGGAGCTCG 


CTCTTGCGCT 


CCTGCTCATT 


GCCTCGGTGG 


ctgct'gcccc 


51 


CACCGCCACG 


CTCGCCAACG 


GCGACACCAT 


CACCGGTCTC 


AACGCCATCA 


101 


TCAACGAGGC 


GTTCCTCGGC 


ATTCCCTTTG 


CCGAGCCGCC 


GGTGGGCAAC 


151 


CTCCGCTTCA 


AGGACCCCGT 


GCCGTACTCC 


GGCTCGCTCG 


ATGGCCAGAA 


201 


GTTCACGCTG 


TACGGCCCGC 


TGTGCATGCA 


GCAGAACCCC 


GAGGGCACCT 


251 


ACGAGGAGAA 


CCTCCCCAAG 


GCAGCGCTCG 


ACTTGGTGAT 


GCAGTCCAAG 


301 


GTGTTTGAGG 


CGGTGCTGCC 


GCTGAGCGAG 


GACTGTCTCA 


CCATCAACGT 


351 


GGTGCGGCCG 


CCGGGCACCA 


AGGCGGGTGC 


CAACCTCCCG 


GTGATGCTCT 


401 


GGATCTTTGG 


CGGCGGGTTT 


GAGGTGGGTG 


* 

GCACCAGCAC 


CTTCCCTCCC 


451 


GCCCAGATGA 


TCACCAAGAG 


CATTGCCATG 


GGCAAGCCCA 


TCATCCACGT 


501 


GAGCGTCAAC 


TACCGCGTGT 


CGTCGTGGGG 


GTTCTTGGCT 


GGCGACGAGA 


551 


TCAAGGCCGA 


GGGCAGTGCC 


AACGCCGGTT 


TGAAGGACCA 


GCGCTTGGGC 


601 


ATGCAGTGGG 


TGGCGGACAA 


CATTGCGGCG 


TTTGGClGGCG 


ACCCGACCAA" " 


651 


GGTGACCATC 


TTTGGCGAGC 


TGGCGGGCAG 


CATGTCGGTC 


ATGTGCCACA 


701 


TTCTCTGGAA 


CGACGGCGAC 


AACACGTACA 


AGGGCAAGCC 


GCTCTTCCGC 


751 


GCGGGCATCA 


TGCAGCTGGG 


GGCCATGGTG 


CCGCTGGACG 


CCGTGGACGG 


801 


CATCTACGGC 


AACGAGATCT 






GCGGGCTGCG 


851 


GCAGCGCCAG 


CGACAAGCTT 


GCGTGCTTGC 


GCGGTGTGCT 


GAGCGACACG 


901 


TTGGAGGACG i 


CCACCAACAA < 


CACCCCTGGG 


TTCTTGGCGT i 


ACTCCTCGTT 
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951 GCGGTTGCTG TACCTCCCCC GGCCCGACGG CGTGAACATC ACCGACGACA 

1001 TGTACGCCTT GGTGCGCGAG GGCAAGT ATG CCAACATCCC TGTGATCATC 

1051 GGCGACCAGA ACGACGAGGG CACCTTCTTT GGCACCCTGC TGTTGAACGT 

5 1101 GACCACGGAT GCCCAGGCCC GCGAGTACTT CAAGCAGCTG TTTGTCCACG 

1151 CCAGCGACGC GGAGATCGAC ACGTTGATGA CGGCGTACCC CGGCGACATC 

1201 ACCCAGGGCC TGCCGTTCGA CACGGGTATT CTCAACGCCC TCACCCCGCA 

1251 GTTCAAGAGA ATCCTGGCGG TGCTCGGCGA CCTTGGCTTT ACGCTTGCTC 

1301 GTCGCTACTT CCTCAACCAC TACACCGGCG GCACCAAGTA CTCATTCCTC 

10 1351 CTGAAGCAGC TCCTGGGCTT GCCGGTGCTC GGAACGTTCC ACTCCAACGA 

1401 CATTGTCTTC CAGGACTACT TGTTGGGCAG CGGCTCGCTC ATCTACAACA 

1451 ACGCGTTCAT TGCGTTTGCC ACGGACTTGG ACCCCAACAC CGCGGGGTTG 

1501 TTGGTGAAGT GGCCCGAGTA CACCAGCAGC CTGCAGCTGG GCAACAACTT 

1551 GATGATGATC AACGCCTTGG GCTTGTACAC CGGCAAGGAC AACTTCCGCA 

15 1601 CCGCCGGCTA CGACGCGTTG TTCTCCAACC CGCCGCTGTT CTTTGTgK"AA 
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La sequence I correspond a un cDNA de 
Rhizopus niveus, la sequence II peut etre isolee a partir 
du genome de Pseudomonas aeruginosa, la sequence III a 
partir de Pseudomonas fluorescens, la sequence IV a partir 
5 de Pseudomonas sp, la sequence V a partir de Geotrichum 
candidum, la sequence VI a partir de Candida cylindracea. 

Par ailleurs, 1 ' introduction de la cassette 
d' expression : gene de lipase/promoteur d 1 expression de ce 
gene, dans le genome de la plante oleagineuse peut etre 
10 realisee par tout protocole connu. 

Par exemple, selon le protocole le plus 
courant actuellement , cette cassette d* expression peut etre 
introduite dans le genome de cellules somatiques de la 
plante par un transfert a I 1 aide de la bacterie 
15 Agrobacterium tumefaciens. Cette introduction dans lesdites 
cellules somatiques de la plante peut egalement etre 
realisee par une autre technique connue, notamment par 
electroporation, par biolistique ou par microinjection. 

II est egalement possible d'introduire la 
20 cassette d f expression dans le genome de microspores de la 

plante par electroporation ou biolistique- . JJ| 

Dans le protocole fourni plus loin a titre 
d' exemple, on a deer it la technique d ' electroporation pour 
1 1 introduction de la cassette dans les microspores du 
25 colza. 

On pourra se reporter au document suivant 
"P.J.J. Hooykaas et R.A. Schilperoort , TIBS aout 1965, 
p. 305-309" pour plus de detail sur la technique de 
transfert a 1'aide de la bacterie Agrobacterium 

30 tumefaciens. On rappelle que cette technique consiste a 
introduire la cassette d 1 expression concernee dans le 
plasmide Ti de la bacterie notamment par choc thermique, 
puis a mettre en contact la bacterie avec des disques de 
feuilles de la plante, a laisser incuber 1* ensemble jusqu'a 

35 obtenir le transfert de la cassette d' expression dans le 
genome des cellules des disques foliaires, et a cultiver 
ces disques foliaires sur une succession de milieux jusqu'a 
regeneration des plantes transgeniques . 



3i 



4 



•i 
■■ •*.« 



. 4 

A 1 "* 



14 



2722798 



On pour r a se reporter au document suivant 
M J.A. Russell et al., In Vitro Cell. Dev. Biol., 1992, 28P, 
p. 97-105" pour plus de detail sur la technique de 
biolistique. On rappelle que cette technique consiste a 
5 fixer le plasmide contenant La cassette d' expression sur 
des microbilles d'or ou de tungstene, a projeter ces 
microbilles a l'aide d'un canon a particules sur les 
cellules de la plante a transformer, et a cultiver ces 
cellules jusqu'a regeneration des plantes transgeniques. 

1 o On pourra se reporter au document suivant 

"Crossway A et Al, 1986, Mol. Gen. Genet 202, 179-185" pour 
plus de detail sur la technique de micro-injection. On 
rappelle que cette technique consiste a in jecter dans des 
protoplastes ou de tres jeunes embryons le plasmide 

15 contenant la cassette d* expression a l'aide de micro- 
seringues, et a cultiver les protoplastes. jusqu'a 
regeneration des plantes transgeniques. 

Apres mise au contact par broyage de la 
lipase et des lipides, on laisse incuber 1' ensemble pour 

20 realiser I'hydrolyse enzymatique. Cette incubation est 
realisee dans des conditions classiques, en particulier 
entre 20° C et 60° C, pendant le temps necessaire a 
l'obtention d'une hydrolyse totale ou quasi-totale. 

L ' extraction des acides gras issus de 

25 I'hydrolyse est ensuite operee par tout procede connu, en 
particulier par une extraction liquide/liquide utilisant un 
solvant apolaire tel que le chloroforme ou 1'hexane. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre, il 
est possible de realiser in situ une transformation des 

30 acides gras pour obtenir des derives d' acides gras qui sont 
ensuite extraits. Par exemple, les acides gras issus de 
I'hydrolyse peuvent etre methyles in situ par mise en 
contact avec du methanol en catalyse acide sous ultrasons 
en vue de les transformer en esters methyl iques, ces 

35 derniers etant extraits par une extraction liquide/liquide 
utilisant un solvant apolaire. 

La presente demande vise, en tant que 
produit nouveau, toute plante oleagineuse ou semenc de 
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plante oleagineuse, d'une variete non protegeable par un 
certificat d'obtention vegetale, qui comprend dans son 
genome une cassette d* expression possedant au moins un gene 
codant pour une enzyme lipase, associe a un promoteur 
permettant une expression dudit gene dans des compartiments 
cellulaires, extracellulaires ou tissulaires differents des 
compartiments lipidiques de la plante ou de la sentence. 

Le promoteur associe au gene de lipase peut 
etre un promoteur a expression cellulaire ou tissulaire 
specifique. Ce promoteur peut egalement etre un promoteur 
constitutif, auquel cas le gene de lipase est muni d'une 
sequence d 1 adressage vers des compartiments cellulaires ou 
extracellulaires differents des compartiments 

d ' accumulation des lipides. 

La presente demande vise egalement toute 
plante oleagineuse ou semence de plante oleagineuse, d'une 
variete non protegeable par un certificat d'obtention 
vegetale, qui comprend dans son genome une cassette 
d 1 expression possedant au moins un gene codant pour une 
enzyme lipase, associe a un promoteur permettant une 
expression dudit gene sur induction exogene, en particulier 
par un stress. 

La description qui suit en reference au 
dessin fournit a titre d'exemple un protocole de mise en 
oeuvre du procede de 1' invention ; la figure 1 du dessin 
schematise la preparation du materiel genetique a 
transferer. 

1 / PROTOCOLE D'OBTENTION DE PLANTES TRANSGENIOUES DE 
COLZA EXPRIMANT UN GENE DE LIPASE 
a) Materiel vegetal 

On utilise des graines de colza ( Brass ica 
napus, Var Tapidor ) qui sont obtenues dans le commerce. 

Les graines sont semees en serre et 
cultivees dans des conditions standard. L'etat sanitaire 
des plantes est rigoureusement surveille. 

Les jeunes bourgeons (taille inferieure 
a 3,5 mm) sont preleves, sterilises dans 1 ' hypochlorite de 
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sodium pendant 30 minutes et les microspores sont extraites 
des antheres par broyage au Waring Blendor dans 1 milieu 
de Huang et al (Huang et al . 1990, Plant. Cell. Rep. 8, 
594-597). Apres filtration sur un tamis metallique de 50 \xm 
5 de vide de maille, les microspores sont recuperees par 
centrif ugation 5 minutes a 100xg (Protocole decrit dans : 
Jardinaud et al., 1993, Plant. Sci. 93, 177-184). 
b) Construction genetique 

La construction genetique retenue met en 

10 oeuvre le promoteur de la napine, le cDNA de la lipase de 
Rhizopus niveus et le terminateur NOS. Le promoteur de la 
napine dirige 1' expression de cette proteine dans un 
compartiment proteique de la graine different de celui ou 
s'accumulent les lipides. L* ensemble est introduit dans le 

1 5 plasmide pRT1 con tenant le gene de selection pat utilise 
pour cribler les trans formants en vue de former la 
construction pRTIL. 

Le detail de la construction est donne a la 
figure 1 du dessin. 

20 Le promoteur napine designe "Prom. Nap M a 

ete isole par l'equipe du Professeur Rask (Stalberg K. et 
al, 1993, Plant Molecular Biology, 23 : 671-683). Le cDNA 
de la lipase de Rhizopus niveus, designe "Lip", a ete isole 
par le Central Research Institute (Kugimiya et al., 1992, 

25 Biosci. Biotech. Biochem. 56, 716-719). On codon 
d' initiation, designe "start codon", compatible avec 
l'extremite 5' du cDNA (disponible sur le marche) est 
greffe sur cette extremite. Sur l'extremite 3* de 
1' ensemble obtenu, designe "lip", on greffe un terminateur 

30 designe NOS extrait du plasmide pRTl ci-apres evoque et, 
sur l'extremite 5', le promoteur Nap. 

La cassette d' expression ainsi obtenue est 
introduite dans un plasmide designe "Blue-Script" (nom 
commercial) en vue d'en realiser 1 1 amplification. 

35 La cassette d' expression amplifiee est 

ensuite extraite de "Blue-Script" et introduite dans un 
plasmide designe pRT1 qui a ete prepare en greffant le 
promoteur designe CaMV35S sur l'extremite 5' du gene M pat 
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codant pour la phosphinohhr icine acetyl transferase (gene 
de selection) et le terminateur NOS sur l'extremit' 3 1 . 

On obtient un plasmide designe pRTlL 
contenant la cassette d' expression visee. 
5 c) Transfert de gene et production des plantes 

transgeniques 

Les microspores isolees en a) 
(10° microspores ml 1 ) sont mises en suspension dans le 
milieu de Brewbaker et Kwack (J.L. Brewbaker et B.H. Kwack, 

10 1963, Am. J. Bot. 50, p. 859-865) contenant 13 % de 
saccharose et a juste a pH 5,9. SO^ig par ml du 
plasmide pRTIL sont ajoutes au milieu et des impulsions 
electriques de 400 V/cm pendant 10 ms sont appliquees a la 
suspension a l'aide d'un electroporateur "Jouan" (marque 

15 deposee) (TRX, GHT) delivrant des impulsions en vague 
carree. Apres 20 minutes de repos, le milieu de culture 
(Huang et al.) contenant 100 mg/1 de phosphinothricine est 
ajoute aux microspores. Les microspores sont cultivees a 
l'obscurite 24 h a 35° C puis a 25° C. Apres 2 semaines de 

20 culture un volume egal de milieu neuf est ajoute et les 
microspores placees a la lumiere sous photoperiode 16 h 
jour / 8 h obscurite. 

Apres environ 1 mo is les embryons sont 
transferes en milieu B5 (Gamborg et al., 1979, Exp. Cell. 

25 Res. 50, 151-158) contenant G3A3 1 ml/g, 20g/l saccharose 
et solidifie par 8/1 de gelifiant M Bacto Agar" (marque 
deposee) . 

Les plantes regenerees resistantes a la 
phosphinothricine sont analysees en "southern 11 de fagon a 
30 verifier la presence dans leur genome de la sequence codant 
pour la lipase. Le stock chromosomique des plantes retenues 
est double par la colchicine (0,1 g/1 plus quelques gouttes 
de teepol) et les plantes diploides fertiles produites sont 
autof econdees . 

35 Sur un nombre restreint de graines, on 

recherche I'activite de la lipase. Les plantes presentant 
des graines dont I'activite lipase est la plus elevee sont 
retenues et les graines utilisees pour la multiplication 
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des plantes jusqu'a obtention d'un stock de graines 
suffisant pour realiser les experiences d'hydrolyse des 
lipides de la graine par les lipases endogenes. 

2/ HYDROLYSE ENZYMATIOUE DES LIPIDES DES GRAINES DE COLZA 
OBTENUES 

Les graines sont broyees, le broyat place 
dans un incubateur maintenu a la temperature constante 
de 40°. Le broyat est soumis a une agitation permanente de 
fagon a augmenter le contact entre les lipides et la 
lipase . 

Apres 48 h d'hydrolyse, les acides gras 
sont extraits par le chloroforme. Le chloroforme est 
evapore et les acides gras recuperes. 
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REVENDICATIONS 

1/ - Procede de production d'acides gras ou 
de derives d'acides gras a partir de plantes oleagin us s, 
caracterise en ce que : 
5 on produit des plantes oleagin us s 

transgeniques possedant, d'une part, au moins un gene 
codant pour une enzyme lipase, dit gene de lipase, d' autre 
part, associe a ce gene de lipase, un promoteur per me tt ant 
une expression dudit gene soit dans des compart iraents 
10 cellulaires, extracellulaires ou tissulaires differents de 
ceux ou s'accumulent les lipides de la plante, soit sur 
induction exogene, 

- on recueille les graines ou fruits 
contenant les lipides desdites plantes, 

15 - on broie ledites graines ou fruits, le 

cas echeant apres traitement indue teur, de fagon a mettre 
en contact les lipides et la lipase contenue dans lesdites 
graines ou fruits, 

- on laisse incuber I 1 ensemble pour 
20 engendrer une hydrolyse enzymatique des lipides du broyat 

sous l 1 action catalytique de la lipase contenue dans ledit 
broyat, 

- on ex trait les acides gras issus de 
1* hydrolyse ou on les transforme pour obtenir les derives 

25 d'acides gras recherches. 

2/ - Procede selon la revendication 1, dans 
lequel on produit les plantes transgeniques en effectuant 
une transformation genetique d'une plante oleagineuse 
nature lie, en amenant la plante genet iquement trans formee a 

30 se multiplier par la voie sexuee pour la production de 
semences transgeniques et en utilisant lesdites semences 
pour l'obtention de plantes transgeniques descendantes. 

3/ - Procede selon la revendication 2 pour 
la production d'acides gras a partir de plantes 

35 oleoproteagineuses , caracterise en ce que : 

- la transformation genetique de la plante 
est effectuee en realisant une cassette d* expression 
comprenant un gene de lipase et un promoteur control ant 
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1 ! expression d'une proteine determinee de la graine, t en 
introduisant cette cassette d' expression dans le genome de 
la plante de fagon a faire exprimer la lipase dans les 
compartiments de la graine ou s ' accumulent la proteine 
preci tee, 

- la mise en contact des lipides et de la 
lipase est effectuee par simple broyage. 

4/ - Procede selon la revendication 3 pour 
la production d'acides gras a partir de colza, caracterise 
en ce que la transformation genetique est effectuee a 
partir d'une cassette d' expression comprenant un gene de 
lipase et le promoteur de la napine. 

5/ - Procede selon la revendication 2, 
caracterise en ce que : 

. la transformation genetique de la plante 
est effectuee en realisant une cassette d' expression 
comprenant un gene de lipase et un promoteur control able 
de fagon exogene, et en introduisant cette cassette 
d 1 expression dans le genome de la plante, 

. un traitement inducteur est applique aux 
graines et fruits avant broyage de fagon a provoquer la 
synthese de la lipase. 

6/ - Procede selon la revendication 5, 
caracterise en ce que : 

, la transformation genetique est effectuee 
a partir d'une cassette d' expression comprenant un gene de 
lipase et un promoteur de stress, 

. le traitement inducteur est constitue par 
un traumatisme physique applique sur les graines ou fruits 
avant le broyage. 

7/ - Procede selon la revendication 2, 
caracterise en ce que : 

. la transformation genetique de la plante 
est effectuee en realisant une cassette d' expression 
comprenant un promoteur cons ti tut if et un gene de lipase 
muni d*une sequence d'adressage vers des compartiments 
cellulaires ou extracellulaires dif f erents de ceux ou 
s ' accumulent les lipides, 
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. la mise en contact des lipides et de la 
lipase est effectuee par simple broyage. 

8/ - Procede selon l'une des revendications 
1 a 7, caracterise en ce qu ' on produit des plantes 
5 transgeniques possedant un gene de lipase caracterisee par 
une activite hydrolytique non specifique- 

9/ - Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce qu'on produit des plantes transgeniques 
possedant un gene de lipase caracterise par une sequence 
10 identique ou analogue a l'une des sequences suivantes (les 
fleches delimitent la partie codante) : 
SEQUENCE I 



i 


GATGACAACT 


TGG7TGG TGG 


CATGACTTTG 


GACTTACCCA 


GCGATGCTCC 


51 


TCCTATCAGC 


CTC TCTAGCT 


CTACCAACAG 


CGCCTCTGAT 


GGTGGTAAGG 


101 


TTGTTGCTGC 


TACTACTGCT 


CAGATCCAAG 


AGTTCACCAA 


GTATGCTGGT 


L51 


ATCGCTGCCA 


CTGCCTAC TG 


TCGTTCTGTT 


GTCCCTGGTA 


ACAAGTGGGA 


201 


TTGTGTCCAA 


TGTCAAAAGT 


GGGTTCCTGA 


TGGCAAGATC 


ATCACTACCT 


251 


TTACCTCCTT 


GCTTTCCGAT 


ACAAATGGTT 


ACGTCTTGAG 


AAGTGATAAA 


301 


CAAAAGACCA 


TTTATCTTGT 


TTTCCGTGGT 


ACCAACTCCT 


TCAGAAGTGC 


351 


CATCACTGAT 


ATCGTCTTCA 


ACTTTTCTGA 


CTACAAGCCT 


GTCAAGGGCG 


401 


CCAAAGTTCA 


TGCTGGTTTC 


CTTTCCTCTT 


ATGAGCAAGT 


TGTCAATGAC 


451 


TATTTCCCTG 


TCGTCCAAGA 


ACAATTGACC 


GCCCACCCTA 


CTTATAAGGT 


501 


CATCGTTACC 


GGTCACTCAC 


TCGGTGGTGC 


ACAAGCTTTG 


CTTGCCGGTA 


551 


TGGATCTCTA 


CCAACGTGAA 


CCAAGATTGT 


CTCCCAAGAA 


TTTGAGCATC 


601 


TTCACTGTCG 


GTGGTCCTCG 


TGTTGGTAAC 


CCCACCTTTG 


CTTACTATGT 


651 


TGAATCCACC 


GGTATCCCTT 


TCCAACGTAC 


CGTTCACAAG 


AGAGATATCG 


701 


TTCCTCACGT 


TCCTCCTCAA 


TCCTTCGGAT 


TCCTTCATCC 


CGGTGTTGAA 


751 


TCTTGGATGA 


AGTCTGGTAC 


TTCCAACGTT 


CAAATCTGTA 


CTTCTGAAAT 


801 


TGAAACCAAG 


GATTGCAGTA 


ACTCTATCGT 


TCCTTTCACC 


TCTATCCTTG 


851 


ACCACTTGAG 


T7ACTTTGAT 


ATCAACGAAG 


GAAGCTGTTT 


GTAAAACACT 


901 


TGACGTGTTA 


CTCTAATTTT 


ATAATAAAAT 


TAAGTTTTTA 


TACAAT 
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SEQUENCE II 



G T CGACCA7 7 T C AGCC TG T T 7 t t CGCAA AACGACGCCG CGGGCGTGCG 

CTACvCGC^CA CTCCGTCGCT GGGCGTTGTG CGGGGAAGAT TCAAACGAGC 

3TTTCGCGCC GTAACAACCC GCTCTCTTCC GCTCTGCCAC GCAGGTTATG 

151 ACCGGCCGCC AGGAAGCCGC GGATTTCCTG GCCTGGAGGA AAAAAGCCGA 

201 AGCTGGCACG GTTCCTGGCG CAAGGGACAG CGAAGCGGTT CTCCCGGAAG 

251 GATTCGGGCG ATGGCTGGCA GGACGCGCCC CTCGGCCCCA TCAACCTGAG 

301 ATGAGAACAA C^TGAAGAAG AAGTCTCTGC TCCCCCTCGG CCTGGCCATC 

10 351 GGTCTCGCCT CTCTCGCTGC CAGCCCTCTG ATCCAGGCCA GCACCTACAC 

401 CCAGACCAAA TACCCCATCG TGCTGGCCCA CGGCATGCTC GGCTTCGACA 

451 ACATCCTCGG GGTCGACTAC TGGTTCGGCA TTCCCAGCGC CTTGCGCCGT 

501 GACGGTGCCC AGGTCTACGT CACCGAAGTC AGCCAGTTGG ACACCTCGGA j 

j 

r 

551 AGTCCGCGGC GAGCAGTTGC TGCAACAGGT GGAGGAAATC GTCGCCCTCA 

15 601 GCGGCCAGCC CAAGGTCAAC CTGATCGGCC ACAGCCACGG CGGGCCGACC 

651 ATCCGCTACG TCGCCGCCGT ACGTCCCGAC CTGATCGCTT CCGCCACCAG 

701 CGTCGGCGCC CCGCACAAGG GTTCGGACAC CGCCGACTTC CTGCGCCAGA 

751 TCCCACCGGG TTCGGCCGGC GAGGCAGTCC TCTCCGGGCT GGTCAACAGC 

801 CTCGGCGCGC TGATCAGCTT CCTTTCCAGC GGCAGCACCG GTACGCAGAA 

20 851 TTCACTGGGC TCGCTGGAGT CGCTGAACAG CGAGGGTGCC GCGCGCTTCA 

901 ACGCCAAGTA CCCGCAGGGC ATCCCCACCT CGGCCTGCGG CGAAGGCGCC 

951 TACAAGGTCA ACGGCGTGAG CTATTACTCC TGGAGCGGTT CCTCGCCGCT 

1001 GACCAACTTC CTCGATCCGA GCGACGCCTT CCTCGGCGCC TCGTCGCTGA 

1051 CCTTCAAGAA CGGCACCGCC AACGACGGCC TGGTCGGCAC CTGCAGTTCG 

2 5 HO* CACCTGGGCA TGGTGATCCG CGACAACTAC CGGATGAACC ACCTGGACGA 

L151 GGTGAACCAG GTCTTCGGCC TCACCAGCCT GTTCGAGACC AGCCCGGTCA 

1201 GCGTCTACCG CCAGCACGCC AACCGCCTGA AGAACGCCAG CCTGTAC^ 
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SEQUENCE III 



CAGCTCOC^.: CGGAOACCTG GCCCGTCGCT GAAACSTGTT 

5 1 '"OGCTr rc:- CTACAAATCC ~ ACAAOAGAG AGGCAC T ACC ^ATGGGT ATCT 

5 101 TTGACT^TA^ AAACCTTGGC ^CCGAGGG^T CCAAAACGTT GT TCGCCGAT 

151 GCCATGGCGA TCACGTTGT A TTCCTATCAC AACCTGGATA ACGGCT TTGC 

201 CGTGGGCTAC CAGC ACAACG GGT TGGGCTT GGGGCT ACCG GCCACGCTGG 

251 TCGGTGCGCT GCTCGGCAGC ACGGAT TCCC AGGGCGTGAT CCCTGGCATC 

301 CCGTGGAACC CGGAT TCAGA A AAAGCCGCC CTTGAGGCGG TGCAGAAAGC 

10 551 CGGT TGGACA CCGATCAGCG CCAGTGCCCT GGGCTACGCC GGCAAGGTCG 

401 ATGCACGTGG CACCTTCTTT GGGGAAAAAG CCGGCTACAC CACGGCCCAG 

451 GTCGAGGTAC TCGGCAAAT A CGATGACGCC GGCAAGCTGC TCGAAATCGG 

501 CATCGGTTTT CGTGGCACTT CGGGGCCACG GGAAACCTTG ATCAGCGACT 

551 CGATCGGCGA CTTGATCAGC GATCTGCTCG CGGCCCTGGG GCCCAAGGAT 

15 601 TACGCGAAAA ACTACGCCGG CGAAGCCTTC GGCGGCTTGC TCAAGAATGT 

651 TGCCGACTAC GCCGGTGCCC ATGGCCTGAC CGGCAAGGAC GTGGTGGTCA 

701 GCGGCCACAG CCTGGGCGGG CTGGCGGTCA ACAGCATGGC GGACTTGAGC 

751 AACTACAAAT GGGCGGGGTT CTACAAGGAC GCCAACTATG TTGCCTATGC 

801 CTCGCCGACC CAGAGTGCCG GCGACAAGGT GCTCAATATC GGTTACGAAA 

20 851 ACGACCCGGT GTTCCGCGCG CTGGACGGCT CGTCGTTTAA CCTGTCGTCG 

901 CTGGGCGTGC ACGACAAACC CCACGAGTCC ACCACCGATA ACATCGTCAG 

951 CTTCAACGAC CACTACGCCT CGACGCTGTG GAATGTGCTG CCGTTTTCCA 

1001 TCGTCAACCT GCCCACCTGG GTCTCGCATT TGCCGACGGC GTACGGCGAT 

1051 GGCATGACGC GCATCCTCGA GTCCGGCTTC TACGACCAGA TGACCCGTGA 

1101 CTCCACGGTG ATTGTTGCCA ACCTGTCCGA TCCGGCGCGG GCCAACACCT 

1151 GGGTGC AGGA CCTCAACCGC AATGCCGAGC CCCACAAGGG CAACACGTTC 

1201 ATCATCGGCA GCGACGGCAA CGACCTGATC CAGGGCGGCA ACGGTGCGGA 

1251 CTTTATCGAG GGTGGCAAAG GCAACGACAC GATCCGCGAC AACAGtGGGC 

1301 ACAACACCTT TTTGTTCAGC GGCCACT TTG GCAATGATCG CGTGATTGGC 
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1351 TACCAGCCCA CCGACAAACT GGTGT TCAAG GACGTGCAAG GAAGCACCGA 

1401 CCTGCG7GAC CACGCGAAGG TGGTCGGCGC CGATACGGTG CTTACGTTTG 

L451 GGGCCGACTC GGTGACGCTG GTCGGCGTGG GGCATGGCGG GCTGTGGACG 

5 1501 GAGGGCGTGG TGATCGGC TG A^TTACTCACG CAACCGATCA GTGCCAGTGC 

1551 TGCCCCCGCC AGCCACCGCC CCAATTGGGC CGGTGGGGGT AGCCATAGCC 

SEQUENCE IV 

i GGGCGATGGC TGGC'AGGACG CGCCCCTCGG CCCCATCAAC CTGAGATGAG 

51 AACAACA TG A AGAAGAAQ^C TCTGCTCCCC CTCGGCCTGG CCATCGGCCT 

T 

10 101 CGCCTCTCTC GCTGCCAGCC CTCTGATCCA GGCCAGCACC TACACCCAGA 

151 CCAAATACCC CATCGTGC TG GCCCACGGCA TGCTCGGCTT CGACAATATC 

201 CTCGGGGTCG ACTACTGGTT CGGCATTCCC AGCGCCTTGC GCCGTGACGG • 

251 TGCCCAGGTC TACGTCACCG AAGTCAGCCA GTTGGACACC TCGGAAGTCC 

301 GCGGCGAGCA GTTGCTGCAA CAGGTGGAGG AAATCGTCGC CCTCAGCGGC 

351 CAGCCCAAGG TCAACCTGAT CGGCCACAGC CACGGCGGGC CGACCATCCG 

401 CTACGTCGCC GCCGTACGTC CCGACCTGAT GCCTTCCGCC ACCAGCGTCG 

451 GCGCCCCGCA CAAGGGTTCG GACACCGCCG ACTTCCTGCG CCAGATCCCA 

501 CCGGGTTCGG CCGGCGAGGC AGTCCTCTCC GGGCTGGTCA ACAGCCTCGG 

551 CGCGCTGATC AGCTTCCTTT CCAGCGGCAG CGCCGGTACG CAGAATTCAC 

20 601 TGGGCTCGCT GGAGTCGCTG AACAGCGAGG GGGCCGCGCG CTTCAACGCC 

651 AAGTACCCGC AGGGCATCCC CACCTCGGCC TGCGGCGAAG GCGCCTACAA 

701 GGTCAACGGC GTGAGCTATT ACTCCTGGAG CGGTTCCTCG CCGCTGACCA 

751 ACTTCCTCGA TCCGAGCGAC GCCTTCCTCG GCGCCTCGTC GCTGACCTTC 
801 " AAGAACGGCA "CCGCCAACGA CGGCCTGGTC GGCACCTGCA GTTCGCACCT 

851 GGGCATGGTG ATCCGCGACA ACTACCGGAT GAACCACCTG GACGAGGTGA 

901 ACCAGGTCTT CGGCCTCACC AGCCTGTTCG AGACCAGCCC GGTCAGCGTC 

951 TACCGCCAGC ACGCCAACCG CCTGAAGAAC GCCAGCCTG^ AGGACCCCGG 

1001 CCGGGGCCTC GGCCCCGGCC CTTTCCCGGA AGCCCCCTCG CGTGAAGAAA 

1051 ATCCTCCTGC TGATTCCACT GGCGT TCGCC GCCAGCCTGG CCTGGTTCGT 
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SEGUE N C E V 
I 

1 T CAGGCCVv'::» CGGCCG'tct 'AATGGCAAC gaggtcatct ctggtgtcct 

'5L TGGGGGCAAG GTTGATACCT "TAAGGGAtir TCCAT TTGCT GACCCTCCTG 

5 101 TTGGTG^CTT GCGGTTCAAG CACCCCCAGC CTTTCACTGG ATCCTACCAG 

L51 GGTCTTAAGG CCAACGACTT CAGCTCTGCi TGTATGCAGC TTGATCCTGG 

201 CAATGCCATT TCTTGGCTTG ACAAAGTCGT GGGCTTGGGA AAGATTCTTC 

251 CTGA7AACCT TAGAGGCCCT CTTTATGACA TGGCCCAGGG TAGTGTCTCC 

301 ATGAATGAGG ACTGTCTC TA CCTT AACGTT TTCCGCCCTG CTGGCACCAA 

10 351 GCCTGATGCT AAGCTCCCCG TCATGGTTTG GATTTACGGT GGTGCCTTTG 

40i TGTTTGGTTC TTCTGCTTCT TACCCTGGTA ACGGCTACGT CAAGGAGAGT 

451 GTGGAAATGG GCCAGCCTGT TGTGTTTGTT TCCATCAACT ACCGTACCGG 

501 CCCCTATGGA TTCCTGGGTG GTGATGCCAT CACCGCTGAG GGTAACACCA 

551 ACGCTGGTCT GCACGACCAG CGCAAGGGTC TCGAGTGGGT TAGCGACAAC 

15 601 ATTGCCAACT TTGGTGGTGA TCCCGACAAG GTCATGATTT TCGGTGAGTC 

651 CGCTGGTGCC ATGAGTGTTG CTCACCAGCT TGTTGCCTAC GGTGGTGACA 

701 ACACCTACAA CGGAAAGAAG CTTTTCCACT CTGCCATTCT TCAGTCTGGC 

751 GGTCCTCTTC CTTACTTTGA CTCTACTTCT GTTGGTCCCG AGAGTGCCTA 

801 CAGCAGATTT GCTCAGTATG CCGGATGTGA TGCCAGCGCC AGTGACAATG 

20 851 AAACTCTGGC TTGTCTCCGC AGCAAGTCCA GCGATGTCTT GCACAGTGCC 

901 CAGAACTCGT ACGATCTCAA GGACCTGTTT GGCCTGCTCC CTCAATTCCT 

951 TGGATTTGGT CCCAGACCCG ACGGCAACAT TATTCCCGAT GCCGCTTATG 

1001 AGCTCTACCG CAGCGGTAGA TACGCCAAGG TTCCCTACAT TACTGGTAAC 

1051 CAGGAGGATG AGGGTACTAT TCTTGCCCCC GTTGCTATTA ATGCTACCAC 

1101 GACTCCCCAT GTTAAGAAGT GGTTGAAGTA CATTTGTAGC GAGGCTTCTG 

1151 ACGCTTCGCT TGATCGTGTT TTGTCGCTCT ACCCCGGCTC TTGGTCGGAG 

1201 GGTGCGCCAT TCCGCACTGG TATTCTTAAT GCTCTGACCC CTCAGTTCAA 

1251 GCGCATTGCT GCCATTT TCA CTGATTTGCT GTTCCAGTCT CCTCGTCGTG 

1301 TTATGCTTAA CGC T ACCAAG GACGTCA ACC GCTGGACTTA CCTTGCCACC 
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1351 CAGCTCCATA AC'CTCGTTCC ATTTTTGGGT ACTTTCCATG GTAGTGATCT 

1401 TCTTTTCCAA TACTACGTGG ACCTTGGCCC ATCTTCTGCT TACCGCCGCT 

1451 ACTTTA TCTC GTTTGCCAAC CACCACGACC CCAACGTTGG CACCAACCTG 

1501 AAACAGTGGG AT ATGTACAC TGATGCAGGC AAGGAGATGC TTCAGATTCA 

1551 TATGGTTGGT AACTCTATGA GAACTGACGA CTT TAGAATC GAGGGAATCT 

1601 CGAACTTTGA GTCTGACGTT ACTCTCTTCG GTT AA 



SEQUENCE VI 

1 ATGGAGCTCG CTCTTGCGCT CCTGCTCATT GCCTCGGTGG CTGCt'gCCCC 

51 CACCGCCACG CTCGCCAACG GCGACACCAT CACCGGTCTC AACGCCATCA 

101 TCAACGAGGC GTTCCTCGGC ATTCCCTTTG CCGAGCCGCC GGTGGGCAAC 

151 CTCCGCTTCA AGGACCCCGT GCCGTACTCC GGCTCGCTCG ATGGCCAGAA 

201 GTTCACGCTG TACGGCCCGC TGTGCATGCA GCAGAACCCC GAGGGCACCT 

251 ACGAGGAGAA CCTCCCCAAG GCAGCGCTCG ACTTGGTGAT GCAGTCCAAG 

15 301 GTGTTTGAGG CGGTGCTGCC GCTGAGCGAG GACTGTCTCA CCATCAACGT 

351 GGTGCGGCCG CCGGGCACCA AGGCGGGTGC CAACCTCCCG GTGATGCTCT 

40 L GGATCTT TGG CGGCGGGTTT GAGGTGGGTG GCACCAGCAC CTTCCCTCCC 

451 GCCCAGATGA TCACCAAGAG CATTGCCATG GGCAAGCCCA TCATCCACGT 

501 GAGCGTCAAC TACCGCGTGT CGTCGTGGGG GTTCTTGGCT GGCGACGAGA 

20 551 TCAAGGCCGA GGGCAGTGCC AACGCCGGTT TGAAGGACCA GCGCTTGGGC 

601 ATGCAGTGGG TGGCGGACA A CATTGCGGCG TTTGGCGGCG ACCCGACCAA 

651 GGTGACCATC TTTGGCGAGC TGGCGGGCAG CATGTCGGTC ATGTGCCACA 

701 TTCTCTGGAA CGACGGCGAC AACACGTACA AGGGCAAGCC GCTCTTCCGC 

751 GCGGGCATCA TGCAGCTGGG GGCCATGGTG CCGCTGGACG CCGTGGACGG 

2 5 801 CATCTACGGC AACGAGATCT TTGACCTCTT GGCGTCGAAC GCGGGCTGCG 

851 GCAGCGCCAG CGACAAGC TT. GCGTGCT TGC GCGGTGTGCT GAGCGACACG 

901 TTGGAGGACG CCACCAACAA CACCCCTGGG TTCTTGGCGT ACTCCTCGTT 
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951 GCGGTTGCTG TACCTCCCCC GGCCCGACGG CGTGAACATC ACCGACGACA 

L001 TGTACGCCTT GGTGCGCGAG GGCAAGTATG CCAACATCCC TGTGATCATC 

1051 GGCGACCAGA ACGACGAGGG CACCTTCTTT GGCACCCTGC TGTTGAACGT 

5 1101 GACCACGGAT GCCCAGGCCC GCGAGT ACT T CAAGCAGCTG TTTGTCCACG 

1151 CCAGCGACGC GGAGATCGAC ACGT TGATGA CGGCGTACCC CGGCGACATC 

1201 ACCCAGGGCC TGCCGTTCGA CACGGGTATT CTCAACGCCC TCACCCCGCA 

1251 GTTCAAGAGA ATCCTGGCGG TGCTCGGCGA CCTTGGCTTT ACGCTTGCTC 

1301 GTCGCTACTT CCTCAACCAC TACACCGGCG GCACCAAGTA CTCATTCCTC 

10 1351 CTGAAGCAGC TCCTGGGCTT GCCGGTGCTC GGAACGTTCC ACTCCAACGA 

1401 CATTGTCTTC CAGGACTACT TGTTGGGCAG CGGCTCGCTC ATCTACAACA 

1451 ACGCGTTCAT TGCGTTTGCC ACGGACTTGG ACCCCAACAC CGCGGGGTTG 

1501 TTGGTGAAGT GGCCCGAGTA CACCAGCAGC CTGCAGCTGG GCAACAACTT 

1551 GATGATGATC AACGCCT TGG GCTTGTACAC CGGCAAGGAC AACTTCCGCA 

15 1601 CCGCCGGCTA CGACGCGTTG TTCTCCAACC CGCCGCTGTT CTTTGT(]^AA 
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10/ - Procede selon la revendication 2, 
dans lequel la transformation genetique de la plant est 
effectuee en realisant une cassette d' expression compr nant 
le gene de lipase et le promoteur associe, et n 
5 introduisant cette cassette d' expression dans 1 genoa de 
cellules somatiques de la plante par un transfert a l'aide 
de la bacterie Agrobacterium tumefaciens, ou par 
electroporation, ou par biolistique, ou par microinjection. 

11/ - Procede selon la revendication 2, 

10 dans lequel la transformation genetique de la plante est 
effectuee en realisant une cassette d 1 expression comprenant 
le gene de lipase et le promoteur associe, et en 
introduisant cette cassette d* expression dans le genome de 
microspores de la plante par electroporation ou 

1 5 biolistique . 

12/ - Procede selon l'une des 
revendications 1 a 11, dans lequel V incubation pour 
engendrer I'hydrolyse enzymatique est realisee a une 
temperature comprise entre 20° C et 60° C. 

20 13/ - Procede selon I'une des 

revendications 1 a 12, dans lequel 1' extraction des acides 
gras issus de I'hydrolyse est realisee par une extraction 
liquide/liquide utilisant un solvant apolaire. 

14/ - Procede selon l'une des 

25 revendications 1 a 12, dans lequel les acides gras issus de 
I'hydrolyse sont methyles in situ par mise en contact avec 
du methanol en catalyse acide sous ultrasons en vue de les 
transformer en esters methyl iques, ces demiers etant 
extraits par une extraction liquide/liquide utilisant un 

30 solvant apolaire. 

15/ - Plante oleagineuse ou semence de 
plante oleagineuse, d'une variete non protegeable par un 
certificat d'obtention vegetale, caracterisee en ce qu'elle 
comprend dans son genome une cassette d* expression 

35 possedant au moins un gene codant pour une enzyme lipase, 
associe a un promoteur permettant une expression dudit gene 
dans des compartiments cellulaires, extracelullaires ou 
tissulaires differents des compartiments lipidiqu s de la 
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plante ou de la semence. 

16/ - Plante ou semence selon la 
revendication 15, dans laquelle le promoteur associe au 
gene de lipase est un promoteur a expression cellulaire ou 

tissulaire specif ique. 

17/ - Plante ou semence selon la 
revendication 15, dans laquelle le gene de lipase est muni 
d'une sequence d'adressage vers des compart inents 
cellulaires ou extracellulaires differents des 
compart iments d 1 accumulation des lipides, le promoteur 
etant un promoteur constitutif. 

18/ - Plante oleagineuse ou semence de 
plante oleagineuse, d f une variete non protegeable par un 
certificat d'obtention vegetale, caracterisee en ce qu'elle 
comprend dans son genome une cassette d' expression 
possedant au moins un gene codant pour une enzyme lipase, 
associe a un promoteur permettant une expression dudit gene 
sur induction exogene, en particulier par un stress. 
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@ Biokraftstoff und Verfahren zu seiner Herstellung 

@ Die Erfindung betrifft einen btobaslerten Kraftstoff aus 
fettartigen Vorprodukten. 

Das Ziet der Erfindung besteht darin, die bekannten Mangel 
biogener Kraftstoffe zu fiberwinden und einen Weg zur 
effektiven Erzeugung neuartiger Kraftstoffe airfzuzeigen. 
Es ist die Aufgabe der Erfindung, einen Biokraftstoff, der fur 
den Diesel motorenbetrieb in motorischen Blockheizkraft- 
werken (BHKWj geeignet ist, und ein rationelles Verfahren 
zu dessen Herstellung zu entwickein. Aufgrund des bekann- 
ten Schadigungsmechanismus biogener Kraftstoffe stellt 
sich die Erfindung insbesondere die Aufgabe, eine Kraft- 
stoffkomposition zu erzeugen. die nur eine unterkritische 
Menge freies oder chemisch gebundenes Glycerin aufweist 
sowie mit korrosionsinhibierenden und stabtlisierenden Ad- 
ditiven versehen ist. 

Als Ausgangssubstanz zur Herstellung derartiger Kraftstoffe 
sind Fettabscheiderinhalte sehr gut geeignet. Nachteilig ist 
jedoch der hohe Wassergehalt dteser Stoffe, der im techm- 
schen Einsatz auf Gehalte < 0,5% herabgesetzt werden 
mu6. Diese Aufgabe wird geldst, indem in einem kontinuier- 
lichen Verfahren die Abscheiderfette unter definierten Be- 
dingungen nach einer mechanischen Vorbehandlung unter 
Verwendung von Adsorbentien und Demulgatoren einer 
Emutsionsspaltung und einer sich anschlie&enden Phasen- 
trennung unterzogen werden. Durch Dotierung des auf diese 
Weise erzeugten Fettsaure/Fettsaureestergemiscries mit 
stickstoffunktionalisierten Verbindungen wird anschiieBend 
dem durch Restwasseranteile ... 
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Die Erfindung betrifh einen biobasierten, zum Betreiben modifizierter Dieselmotoren geeigneten Kraftstoff, 
dessen Zusammensetzung durcb eine IComposition aus Fettsauren, Fettsaarepartia!- und -triglyeeriden und 
5 stickstoff unktionalisierten Additiven charakterisiert ist Die Erfindung betrifft daruber hinaus ein Verfahren zur 
rationeUen und umweltf reundlichen Herstellung dieses Kraf tstoffes auf der Grundlage von fetthaltigen Abschei- 
derinhalten kommunaler und mdustrieller Abwasserbehandlungsanlageit 

Neben der Nutzung mineral "1st ammiger Kohienwasserstorfgemisdie als Otto-und Dieselmotorenkraftstoffe 
sind auch Kxaftstoffkompositionen aus Mineraldlprodukten und vorzugsweise sauerstoffunktionalisierten Ver- 
io bindungen wie Alkoholen, Ketonen, Est rn oder Ethern bekannt geworden (DE31 16 734, DE 31 22 243, 
DE 31 50 988). Im Zusammenhang rait der zunehmenden Hinwendung zu nachwachsenden Rohstoffen ist La den 
letzten Jahren der Einsatz von Pflanzenolen oder deren Umesterungsprodukte bzw. Mischungen von Mineralol- 
kraftstoffen mit solchen Produkten in den Mittelpunkt des Interesses geruckt (Herstellung: UHmann, Enzyklopa- 
die der technischen Chemie, 4. AufU Bd 1 1 [1976J S. 432). Dabei gibt es einerseits Trendy die Dieselmotorentech- 

15 nologie als *VieIstoffmotoren tt den Olen anzupassen (siehe auch Hoeck, IL; Widmancu B, VDI-Berichte, Band 
1126 (1994) Dusseldorf: VDI-Verlag, Seite 231 —238) oder andererseits die Pflanzenole nach chemischer Modifi- 
zienmg als Krahstoff e in herkommlichen Dieselmotoren (siehe auch Connemann, J, Fett Wissenschaft Techno- 
logic, Band 96 (1994) Heft Sonderausgabe 2, Seite 536—548) einzusetzea Neben umweltpoiitischen Vorteilen 
w isen beide Wege aber auch meist seltener erwahnte Nachteile auf, die gegenwartig den umfassenden Einsatz 

20 nachwachsender Rohstoffe behindern. 

Die Verwendung von retnen Pflanzenolen als Kraf tstoff ist nur als Verschnittkomponente oder in entspre- 
chend modifizierten Motoren raoglich, da aufgnmd des Grycerin- und Wasseranteils irreversible Schadigungen 
und letetlich der Totalausf all herkommticher Motoren die Folge ist (Korte, V.; Hemmeriein, AbschluBbericbt 
TV 8837 im Auftrag des BMFT und in Absnmmung mit dem BML, Weissach, April 1991). 

25 Die Umesterung der Pflanzenole und in Europa vorzugsweise des Rapsols fuhrt zu einem, inzwischen von 
alien Motorenberstellern akzeptierten und zugelassenen Dieseikraftstoffsubstitut fur das die Vornorm DIN V 
51 606 geschaffen wurde. Hohe Kosten fQr die Olproduktion- und -aufarbeitung sowie die Aufwendungen fur die 
stch anschlie&ende Umesterung und der Zwangsanfall von verunreinigtem Glycerin drangen diese Vorgehens- 
weise aber an den Rand der Wirtschafdichkeit Dieser Nachteil wird gegenwartig durch Hachenstillegungssub- 

30 ventionen teilweise kompensiert 

Eine zusatzliche Problematik ergibt sich beim Einsatz derartiger Biokraftstoffe in motorischen Blockheiz- 
kraftwerken (Kraf t-Warme-KoppIung). Der Einsatzstoff steht hierbei trotz gesetzlich geschaffener Rahmenbe- 
dingungen stets im unmittelbaren Wettbewerb mit steuerbegQnstigten Mineraldlen* 
Die ErschlieBung anderer biogener Rohstoffquellen fQr den Kraftstoffsektor und die Entwicklung entspre- 

35 chend kostengtinsttger und umweltfreundlicher Veredlungsverfahren sind deshalb weiter von wirtschaftlichem 
und umweltpofitischem Interesse. Das Ziel der Erfindung besteht darin, die bekannten Mangel biogener Kraft- 
stoffe zu uberwinden und einen Weg zur effekuver Erzeugung neuartiger Kraftstoffe aufzuzetgea 

Es ist die Aufgabe der Erfindung; einen Biokraftstof f, der fur den Dieselmotorenbetrieb in motorischen 
Blockheizkraftwerken geeignet ist, und ein rationelles Verfahren zu dessen Herstellung zu entwickeln. Aufgrund 

40 des mit dem Stand von Forschung und Technik bekannten Schadigungsraechanismus biogener Kraftstoffe stellt 
sich die Erfindung insbesondere die Aufgabe, eine Kraftstoffkomposition zu erzeugen, die nur eine unterkritt- 
sche Menge freies oder chemisch gebundenes Grycerin aufweist sowie mit korrosionsinhibierenden und stabili- 
sierenden Additivs versehen ist In der Kombination dieser Wirkungen wird insbesondere einem vorzeitigen 
MotorverschleiB durch Verminderung von Ablagerungen und Korrosion entgegengewirkt Gleichzeitig bleiben 

45 die okologische Vorteile biogener Kraftstoffe wie niedrige Emisaonswerte und der geschlossene C02-Kreislauf 
erhalten. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB Gemische aus Fettsauren sowie geringen Mengen an Mono-, Di- 
und Triglyeeriden nach Additivierung die geforderten Eigenschaften im Hinblick auf die motorische Verwertung 
aufweisen. 

50 Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird dadurch geldst, daB Gemische von Fettsauren sowie geringen Mengen 
an Mono-, Di- und Triglyeeriden nach einer geeigneten Vorbchandlung mit einem Additiv ausgerustet werden. 
Da bekannt ist, daB freies und chemisch gebundenes Glycerin die Hauptursache fur die Motorenschadigung 
durch Ablagerung darstellt, durfen nur geringe Mengen von Partial- oder Triglyeeriden vorhanden sein. Umge- 
kehrt soil mit Hilfe insbesondere der Tensidwirkung der Monoglyceride die ungewoDte Ausscheidung von 

55 Wasser aus dem Kraf tstoff verhindert werden. Zur Komplettierung des Wirkungsfeldes ist die Verminderung 
der Konzentration aktiver Wasserstoffionen erfordertich. Dies wird erfindungsgemaB durch die Zugabe eines 
stickstof funktionalisierten Additivs mit Basenwirkung erreicht 

Ein auf vorgenannte Wirkungen abgestimmter Kraftstoff hat nachfolgende Zusammensetzung: Die Surame 
des fireien und gebundenen Glycerinanteils betragt zwischen 0£% und 5%, vorzugsweise jedoch von 0,7% bis 

60 3%. Der Anteil der freien Fettsaure, ausgedruckt durch die Neutralisationszahl (NZ) betragt mindestens 120 mg 
KOH/g, vorzugsweise jedoch mindestens 150 mg KOH/g. Das sticks toffunklionalisierte Additiv wird zu einem 
Anteil zwischen 5 MoI% (Berechnungsbasis: molare Stoffmenge Stickstoff gegenuber der molaren Stoffmenge 
der freien Carboxylgruppen) und maximal 60 Mol% zugegeben. Auf diese Weise wird eine minknale Wasserstof- 
fionenkonzentration eingestellt und die Korrosionswirkung des Restwassers inhibiert 

65 Es wurde festgestellt, daB als Ausgangssubstanz zur Herstellung derartiger Kraftstoffe Fettabscheidermhaite 
sehr gut geeignet sind: Durch btologische Degradation weisen diese Stoffe im Gegensatz zu anderen Altf etten 
nur noch einen geringen Anteil an freiem bzw. gebundenem Glycerin auf. Nachteilig ist jedoch der hohe 
Wassergehalt dieser Stoffe, der im technischen Einsatz auf Gehalte < 0,5% herabgesetzt werden muB. Diese 



Aufgabe wird gelost, indera in einem kontinuiertfchen VeTKfireirdie~AI^ 

gungen nach einer mechanischen Vorbehandlung unter Verwendung von Adsorbentien und Demulgatoren einer 
Emulsionsspaitung und einer sich anschlieBender Phasentrennung unterzogen werdea Durch Dotierung des auf 
diese Weise erzeugte FettsSure/Fettsaureestergemisches mit stickstoffunktionalisierten Verbindungen wird 
anschlieBend dem durch Restwasseranteile in Gegenwart von Carboxylfunktionen zu erwartenden {Corrosions- 5 
potential entgegengewirkt 

Der ProzeB wird ira Teraperaturbereichoberhalb von 50° C unter Normaldruck betrieben. 

Anhand des in Fig. t dargesteliten schematischen ProzeBverlaufs soil das erfindungsgemaBe Verfahren naher 
erlautert werden* Dabci bieiben die Annahme und Einlagerung des Rohstoffes sowie die zur Produktspeiche- 
rung notwendigen Anlagenmodule unberficksichtigt 10 

Die stark verschmutzten Abscheiderinhalte I bestehend aus bis zu 80% Wasser und mechanischen Verunrei- 
nigungen (u. a. Holz, Textifreste, Kunststoffabfallreste, Schlamm, Sand) werden aus einera temperierten Vorab- 
sitzbehalter als Oberphase abgezogen und einer mechanischen Vorbehandlung 12 mittels Siebung unterzogen. 
Dabei kommt es zur Abtrennung von festen Bestandteilen 5 bis zu einem Partikeidurchmesser von I nun. Durch 
den im als Mischer oder Ruhrkessel ausgelegten Apparat 13 erfolgenden Zusatz von die Spaltung der Fett-Was- t5 
ser-Emulsion begunstigendem Demulgator 2 und gegebenenfalls Adsorbens 3 laBt sich das Rohprodukt in eine 
Schmutz/Wasser-Fraktion 7 und die angereicherte Fettsaure/ Fettsaureesterfraktion zerlegen, Bezogen auf den 
Wassergehalt des Rohproduktes werden 0,1 bis 40%, bevorzugt aber 30% Demulgator in fester oder flussiger 
Form zugesetzt Hier sind Schwef elsaure, Sulfate und Chloride der Metafle Na, K, Mg, Al oder Fe sowie deren 
Hydrate, insbcsondere aber Ab(S04)3- 16 H2O geeignet Im Falie extrem geruchsbelasteter und farblich beein- 20 
trachtigter Rohprodukte kann der Einsatz von bis zu 15% Adsorbens erfotgen. Anwendbar sind oberflachenrei- 
che Substanzen wie Aktivkohlen und Kieselgele, vorzugsweise jedoch Bleicherden. Dabei wird im Bereich von 
60°C bis 90°C unter 10 bis lSminutiger intensiver Durchmischung gearbeitet AnschlieBend wird eine Absitzzeit 
von 2— lOMinuten eingehalten. In dem als Sieb oder Filter ausgelegten Modul 16 erfolgt die Trennung der 
separierten Unterphase in Feststof f 8 und Abwasser 9. Diese Vorbehandlung ermoglicht die sich anschlieBende 25 
Zerlegung des Gemisches in seine Fraktionen und insbesondere die Erzcugung einer nahezu vollkommen 
entwasserten Fettphase mh Hilfe eines nach dem Zentrifugenprinzip arbeitenden Trennapparates 14, wobei der 
Einsatz von Zentnfugen, Separatoren oder Dekantern, insbesondere aber Dreiphasendekantern vorteilhaft ist 
Es wurde festgestellt, daB fur die zu bearbeitenden Stoffgemische eine Betriebsweise des Dreiphasendekanters 
mit Trommeldrehzahlen von 2000 bis 4000 min~ l , vorzugsweise jedoch von 2700 min" 1 bis 3300 min~ l , 30 
Differenzdrehzahien von 20 bis 80 min" 1 , insbesondere aber von 30 bis 50 min" 1 und eine Arbeitstemperatur 
von 60 bis 65 °C zu einer hohen Trennleistung fuhrt Das abgetrennte Restwasser 11 und das ausgetragene 
Sediment 10 werden dem Abwasser bzw. dem Feststoff abfall zugefuhrt Im Apparat 15 erfolgt bei Temperaturen 
von 45°C bis B5°C, vorzugsweise jedoch von 50° C bis 65°C die Zumischung der korrosionsinhibierenden 
Additivkomponente 4. Hierzu sind sowohl Ammoniak, primare und sektindare Aikyiamine als auch Aminoalko- 35 
hole, insbesondere aber Ethyiamin geeignet 

Die erhaltenen Fettsaure/Fettsaureestergemische 5 weisen Wassergehalte < 03% auf. Der Fettsaureesteran- 
teil liegt in giyceridischer Form als Fetts&uretri- und Partialglycerid vor. Jo nach Provinienz des Rohproduktes 
werden gebundene Glycerinanteile von 03 bis 5% eingestellt Dieser Wert liegt damit in einem fSr biogene 
Diese Ikrafts toff substitute gunstigen und fur den Betrieb herkdmmlicher Dieselmotoren toierierbaren Bereich. 40 

Die abgetrennte Feststofffraktion wird nach Separation ungeeigneter Komponenten vorzugsweise der Kom~ 
posderung zugefuhrt, wahrend das separierte Wasser einer volibiologischen Abwasserbehandhmg unterzogen 
wird. 

Erne besonders vorteilhafte Ausgestaltung des erftndungsgemaBen Verfahrens besteht in der Farallelschal- 
tung zweier Ruhrkessel zur Realisierung eines quasikontinuierlichen Betriebes in der Adsoptions- und Demul- 45 
gierstuf e 13. 

Der erfindungsgemaBe Biotreibstoff und das Verfahren zu seiner Herstellung wird nachstehend anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen weiter erlautert 

LAusfuhrungsbeispiel so 

Ausgegangen wird von einem fett- bzw. fettsaurehaltigen Produkt aus der Skimmerabscheidung einer kora- 
munalen Klaranlage. Der Etnsatzstof f weist folgende Charakteristika auf: 
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Parameter 


MeSwert 


MaBeinheit 






Tofuoiunldslicher Rucksfand 


22,1 


%' 




5 


Wassergehaft 


50,8 


% 






Neutralisationszahl des 


175 


mg KOH/g 






toluoiunloslichen Ruckslundes 








10 


lodzahl des toluolloslichen 
Ruckstandes 


55 


glod/g 




15 


Cehatt an freiem und 


107 


% 




gebundenem Glycerin 









20 



25 



30 



35 



Aus einem auf 60*0 beheizten 30 ra 3 -Tank wird mit einem Massenstrom von 1,7 t/h mitteis einer Dickstoff- 
pumpe fiber ein Saugrohr die obige Rohfettphase 1 Ober ein, den Siebrfickstand kontinuierlich 55 kg/h Feststoff 
ausf ragendes Burstensieb 12 in einen von zwei parallel angeordneten, mit PropeUerruhrwerk ausgestatteten und 
Feststoffdosierschnecke versehenen 2 m 3 -Ruhrkessel 13 gefordert 

Nach Erreichen eines Befullungsstandes von 70% werden fiber Feststoffdosiervorrichtung 36 kg AI^SO^- 16 
H2O als Demulgator 2 und anschlieBend 23 kg Bleicherde als Adsorbens 3 unter Ruhren in den ICessel gefordert 
Nach lOminfitigem Ruhren folgt ein 5minutige Absitzzeit Nun werden fiber eine Schmutzwasserpumpe 
332 kg/h Mummhxmsulfadosung, sedimentiertes Adsorbat und Schlamm fiber das BodenablaBventii abgepurapt 
Die aufschwimmende Fettphase wird fiber eine weitere Pumpe einem Dreiphasendekanter 14 zugefuhrt Dort 
erfolgt die Abtrennung von Restwasser 11 und verbliebenen festen BestandteOen 10. Der Dreiphasendekanter 
wird mit einer Trommeldrehzahl von 3100 min~ einer Differenzdrehzahl von 40 min~ 1 und einer Arbeitstem- 
peratur von 60° C betrieben. Die entwSsserte Fettsaure/Fettsaureesterfraktion fallt mit 460 kg/h aa In dem 
nachgeschalteten Mischer 15 erfolgt die kontmuierliche Zugabe von 46 kg/h Ethyfamin (Additivkomponente 4) 
zur Realisierung einer Additivierung im Molverhaltnis 1 : 1. 

Die Ausbeute an Biotreibstoff 5 bezogen auf eingesetztes Fett betrSgt 96%. 

Nach der Additivierung ergeben sich folgende Parameter fur den erzeugten Biokraftstoff (Vergleich mit 
durchschnittlichen Werten von Dieselkraftstoff und anderen Dieselkraftstoffsubstituten): 



40 



Parameter 



Diesel- 
kraftstofflDK) 



Pflanzenol- 
meihyfesfer 



Rapso! 



erfindungsge- 

maBer 

Bfafouftsfoff 



MaBeinheit 



Dichfe 



0,83 



0,89 



0,91 



0,84 



kg/dnr 



45 



50 



55 



Wassergeholt 



Glyoeringehalt ffrei 
und qebunden) 



lodzahl 



Neutrafisotionszahl 
Neutralisationszahl 
2. Trtrationsstufe 



0,2 



0,07 



0,25 



10.J1 



105 



108 



0,1 % 



0,96 



50 




glod/g 



mgKOHA 
mg KOH/g 



60 



Cetanzahl 
ISO 5165 
Heizwert 



50.-54 



53 



40. JW 



49 




A/U/k< 



65 



Ein 5000 h-Motortest mit dem hergestellten erfindungsgemaBen Biotreibstoff zeigte keine auBergewohnli- 
chen VerschleiBerscheinungen oder Korrosionsschaden. 
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2 Ausfuhrungsbeispiei 

Ausgegangen wird von einera bereits vorbehandelten fen- bzw. fettsaurehaltigen Produkt aus der Sammlung 
von Fettabscheiderinhaiten von Gaststatten und GroBkuchen. Der Stoff weist daher relativ geringe Wasser- und 
Fremdstoffgehalte auf. Die detaillierten Stoffparaine ter sind nachfolgend aufgefuhrt: 5 



Parameter 


MeSwert 


MaBesnhdt 


Toluoiuniosltcner Rucfcstand 


15,3 


% 


Wassergehatt 


30,5 


% 


Neatrolcsationszon! des 
toluolunl5sllchen Ruckstandes 


* 

15o 


XUQ KOH/g 


iodzahl des toluolloslichen 
Ruckstandes 


63 


g iod/g 


Gehaltanfrelem und 
gebundenem Glycerin 


2,09 


% 



25 

In einer Versuchsanlage mit einem Massendurchsatz von lOOkg/h wird aus einem auf 60°C beheizten 
2 m 3 -Tank mittels einer Dickstoffpumpe fiber ein Saugrohr die obige Rohfettphase 1 uber ein, den Siebruck- 
stand diskontinuierlich in 10 min-Intervallen ausfragendes Ruttelsieb 12 mit einem mittleren Abtrag von 3 kg/h 
Feststoff in einen von zwei paraQei angeordneten, mit Fhropellerruhrwerk ausgestatteten und Feststoffdosier- 
schnecke versehenen 150 1-Ruhrkessel 13 gefordert 30 

Nach Erreichen eines Berullungsstandes von 75% werden fiber Feststoffdosiervorrichtung 2 kg 50%ige 
Schwefelsaure als Demulgator 2 und anschlieBend 0J5 kg Kieselgel als Adsorbens 3 unter Ruhren in den Kessel 
gefordert Nach 20minutigem Ruhren folgt ein lOminutige Absitzzeit Nun werden uber eine Schmutzwasser- 
purape 30 kg/h der Schwefelsaurelosung, sedimentiertes Adsorbat und Schlamm uber das BodenablaBventil 
abgepumpt Die aufschwimmende Fettphase wird fiber eine weitere Pumpe einem Dreiphasendekanter 14 35 
zugefuhrt Dort erfolgt die Abtrennung von Restwasser 11 und verbliebenen festen Bestandtetten 10. Der 
Dreiphasendekanter wird mit einer Trommeidrehzahi von 2900 min -1 , einer Differenzdrehzahl von 45 min" 1 
und einer Arbettstemperatur von 65° C betrieben. Die entwSsserte Fettsaure/Fettsaureesterfraktion failt mit 
54 kg/h an. In dem nachgeschaiteten Mtscher 14 erfolgt die kontinuierliche Zugabe von 3,3 kg/h eines tecbni- 
schen Gemischs von Ethyfamin und Propylamin (Addithrkomponente 4) zur Realisierung einer Additivierung im 40 
Molverhaltnis 1 : 0,5. 

Die Ausbeute an Biotreibstoff 5 bezogen auf eingesetztes Fett betragt 96%. 

Nach der Additivierung ergeben sich folgende Parameter fQr den erzeugten Biokraftstoff : 

45 



50 



55 



60 
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Parameter 


erGndungsge- 
maSer 


MaBetnh&t 


5 




Biokraftstoff 






Dichte 


0,84 


kq/dm3 




Wassergehatt 


0,1 


% 


10 


Glvcerinqehalt (frei 
und qebunden) 


1,97 


% 




lodzahl 


58 


glod/g 


15 


Neutralisafionszahl 


18,7 


mqKOH/q 




Neutralisationszahl 


T47 


mg KOH/g 


20 


2. TTfrationsstufe 






Cetanzahl 
ISO 5165 


49 




25 


Heizwert 


37,1 


WU/ka 



Ein 2000 h-Motortest mit dem hergestellten erfindungsgemaBen Biotreibstoff zeigte keine auBergewohnli- 
30 chen VerschleiBerscheinungen oder Korrosionsschaden. 

Patentanspruche 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



1. Biokraftstoff fur motorische Blockheizkraftwerke auf der Basis von Fettsaure- und Fettsaureestermi- 
schungen, dadorch gekennzeichnet, daB 

a) die Sumrae des freien und gebundenen Glycerinanteils zwischen 0,5 und 5% liegt, 

b) der Anteil an freier Fettsaure, ausgedruckt durch die Neutralisationszahl mindestens 120 mg KOH/g 
betragt, 

c) der Wassergehalt hochstens 0,5% ausmacht und 

d) ein basisches, stickstoffhaltiges Additiv in Form von Ammoniak oder vom Typ primares oder 
sekundares Q — C2t>-AIkylamin oder C 2 — CrAminoalkohol in Mengen zwischen 5 und 60 Mol% (mola- 
re Stoffmenge Stickstoff gegenuber der molaren Stoffmenge der freien Carboxyigruppen) vorhanden 

Z Biokraftstoff nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Anteil an freier Fettsaure 0,7 bis 3% und 
die Neutralisationszahl mindestens 150 mg KOH/g betragt 

3. Verfahren zur Herstellung von Biokraftstoff der Anspruche 1 und 2 bei Temperaturen oberhalb von 50°C 
und Nonnaldruck, dadurch gekennzeichnet, daB m , 

a) die erwarmten, Rohfette enthaltenden, heterogenen Stoffgemische einer mechaiiischen Vorreini- 
gung unterzogen werden, 

b) in einer RGhrkesselanordnung quasikontinuiertich eine Emulsionsspaltung der Fett-Wasser-Emul- 
siondurchgefuhrt wird, indem 0,1 bis 40% eines bekannten Demulgators zudosiert und intensivgeruhrt 
wirdund 

c) gleichzeitig eine adsorptive Reinigung erfolgt, indem dem Rohfett in Abhangigkeit vom Grad der 
Verschmutzung im Ruhrbehalter, bezogen auf die eingesetzte Gesamtmasse, 3—15% Aktivkohle, 
Kieselgel oder Bletcherde zugesetzt werden und 

d) die Entfernung des Restwassers und verbliebener mechanischer Verunreinigungen in einem nachge- 

schalteten Dreiphasendekanter bei Trommeldrehzahlen von 2000 bis 4000 min T und Differenzdreh- 
zahlen von 20 bis B0 min" 1 durchgefuhrt wird und 

e) anschlieBend in einem weiteren Schritt das basische, stickstoffhaltige Additiv zugegeben wird 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die RGhrkesselanordnung aus zwei parallel 
geschalteten Apparaten besteht 

5. Verfahren nach den Anspruchen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet,daB als Demulgator AliiSO^' 16 H2O 
in fester Form zudosiert wird. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Arbeitstemperatur 60 C bis 
65°C betragt. 
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single phase reaction eliminates inter-phase mass transfer of the individual 
reactants and catalyst, thus greatly increasing the rate of reaction. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The figure shows a simplified flow diagram for the 
glyceride reaction process employing a continuous reactor. 

Glyceride containing feed 100 

Alcohol input 102 

Critical fluid 104 

Alkyl esters (product) 116 
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side react ions and producing higher conversion rates of the desired products. With 
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efficient separations. The ability of the critical fluid medium to solvate the 
reactants eliminates the immiscible phases found in conventional processes. The 
single phase reaction eliminates inter-phase mass transfer of the individual 
reactants and catalyst, thus greatly increasing the rate of reaction. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The figure shows a simplified flow diagram for the 
glyceride reaction process employing a continuous reactor. 

Glyceride containing feed 100 

Alcohol input 102 

Critical fluid 104 

Alkyl esters (product) 116 
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